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53BP1  Protein p53 vázající protein 1 
9-1-1  Komplex proteinů Rad9-Hus1-Rad1 
Ala  Alanin 
A-T  Ataxia-teleangiectasia 
ATM  Ataxia telangiectasia mutated 
ATP  Adenosintrifosfát 
ATR   taxia telangiectasia a rad-3-related 
ATRIP   ATR-interacting protein 
ATRIP  ATR interacting protein 
BH  Bcl-2 homologní doména 
bp  Pár bází 
Brca1  Breast cancer 1 
BRCT  Doména shodná s BRCA1 C-terminální 
CAD   Kaspasou aktivované DNasy 
Cdk  Cyklin dependentní kinasa 
CP  Cisplatina 
DDR  Odpověď na poškození DNA 
DIPS  Léky indukovaná předčasná senescence 
DNA  Deoxyribonukleová kyselina 
DNA-PK  DNA-dependentní proteinkinasa 
DNA-PKcs DNA-dependentní proteinkinasa, katalytická podjednotka 
DSB  Dvouvláknový zlom DNA 
dsDNA Dvouvláknová DNA 
E2F  Transkripční faktor E2F 
ERK  Extracelulárními signály regulovaná kinasa 
FAT  Focal adhesion targeting doména 
FITC  Fluorescein-isothiokyanát 
Gy  Gray, jednotka dávky záření 
H2AX  Histon H2AX 
Chk1, 2  Check-point kinasa 1, 2 
IC  Inhibiční koncentrace 
IOD  Integrální optická denzita 
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IR  Ionizující záření 
IRIF  Ionizujícím zářením indikované ložisko 
JNK  Jun N-terminální kinasa 
KBPL  Kmenové buňky periodontálního ligamenta 
KBZP  Kmenové buňky zubní pulpy 
MAPK Mitogenem aktivovaná proteinkinasa 
MAPKK Mitogenem aktivovaná proteinkinasa kinasa 
MKB KD Mesenchymální kmenové buňky kostní dřeně 
MKB  Mesenchymální kmenové buňky 
MRN  Reparační komplex Mre11-Rad50-Nbs1 
MTX  Mitoxantron 
NBS1  Nijmegen breakage syndrome protein 1 
NHEJ  Nehomologní spojení konců 
p16   Cyklin-dependentní kinasy inhibující protein 2A 
p21  Cyklin-dependentní kinasy inhibující protein 1 
p53  TP53 nádorový supresor 
p53  Tumor supresorový protein 53 
PFGE  Pulzní gelová elektroforéza 
PI  Propidium jodid 
PI3K  Fosfoinositid-3-kinasa 
Plk1  Polo-like kinase-1 
PP2A  Protein fosfatasa 2A 
PP4  Protein fosfatasa 4 
PP6  Protein fosfatasa 6 
PSR  Fosfatidylserin receptory 
RB  Retinoblastoma 
RNA  Ribonukleová kyselina 
ROS  Reaktivní kyslíkové radikály 
RPA   Replikační protein A 
SA-β-gal β-galaktosidasa asociovaná se senescencí 
Ser  Serin 
SIPS   Stresem indukovaná předčasná senescence 
SSB   Jednovláknové zlomy 
ssDNA Jednovláknová DNA 
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Thr   Threonin 
Tip60  K (lysin) acetyltransferasa 5, rovněž označována jako Kat-5 
TOPBP1 DNA topoisomerase IIbeta binding protein 1 
Tyr   Tyrosin 
UV   Ultrafialové  
VDC  Vanadocen dichlorid 
γH2AX Histon H2AX fosforylovaný na serinu 139 
γHV68 γ-herpesvirus 68 
 
 
Zkratky a názvy, u kterých se celý název neužívá nebo kt ré nemají český ekvivalent, nejsou 





















Průtoková cytometrie je moderní analytická metoda, která umožňuje v reálném čase 
stanovit velikost a morfologické charakteristiky buněk spolu s analýzou vazby specifické 
protilátky konjugované s fluorochromem nebo s použitím fluorescenčních sond. V závislosti 
na konstrukci průtokového cytometru jsme schopni analyzovat vazbu několika protilátek či 
fluorescenčních sond včetně sledovaní intenzity této vazby. Výhody průtokové cytometrie 
spočívají v současném proměřování mnoha znaků na jedné buňce, jedná se o metodu 
kvantitativní analýzy. Průtoková cytometrie umožňuje stanovení přítomnosti jak 
povrchových, tak intracelulárních znaků, dále určení procenta buněk nesoucích zvolené znaky 
v heterogenní populaci a měření intenzity jejich exprese. Genotoxické látky poškozují buňku 
vznikem jednovláknových a dvouvláknových zlomů DNA. Za nejzávažnější formu poškození 
DNA jsou považovány dvouvláknové zlomy. Dvouvláknové zlomy DNA vzniklé v genomu 
buňky jsou reparovány během dočasné zástavy buněčného cyklu. Pokud však nejsou 
dvouvláknové zlomy DNA úspěšně reparovány, dojde k buněčné smrti, nebo indukci 
senescence. Práce se zaměřila na detekci dvouvláknových zlomů DNA, změn buněčného 
cyklu a apoptózy po působení genotoxických agens, zejména ionizujícího záření, cisplatiny a 
vanadocen dichloridu, pomocí vybraných metod průtokové cytometrie. Ke studiu byly 
použity různé modelové typy buněk, nádorové buněčné linie, mesenchymální kmenové buňky 












2. CÍLE PRÁCE 
 
Cílem této práce bylo prostudovat možnosti průtokové cytometrie v kvantifikaci 
buněčné odpovědi na genotoxický stres in vivo a in vitro. Detekovali jsme změny související 
s rozpoznáním poškození DNA a následnou buněčnou reakci. Nejzávažnějším poškozením 
jaderné DNA buňky je vznik dvouvláknových zlomů DNA. Buňka se snaží poškození DNA 
reparovat dočasnou zástavou buněčného cyklu, je-li poškození nereparovatelné dochází 
k indukci apoptózy, nebo senescence. 
Jednotlivé cíle byly stanoveny takto: 
 
• Kvantifikovat změny v množství γH2AX v lymfocytech izolovaných z periferní krve  
 1 h od celotělového a lokálního ozáření potkanů v závislosti na dávce ionizujícího 
 záření pro účely biologické dozimetrie. 
• Objasnit rozdíly ve výskytu γH2AX v populaci lymfocytů po celotělovém a lokálním 
ozáření, kinetiku reparace radiačního poškození podle vymizení γH2AX a možnost 
odložené analýzy γH2AX.  
• Stanovit změny v počtu periferních lymfocytů 24 hodin od celotělového a lokálního 
ozáření potkanů ve vztahu k dávkám záření použitým při kvantifikaci γH2AX. 
• Prostudovat časovou a dávkovou závislost vzniku γH2AX in vitro v mesenchymálních 
kmenových buňkách po působení ionizujícího záření samostatně, nebo v kombinaci s 
inhibicí ATM kinasy.   
• Stanovit, jak expozice ionizujícímu záření ovlivňuje distribuci mesenchymálních 
kmenových buněk v buněčném cyklu v kontextu obdržené dávky a času od ozáření. 
• Objasnit kinetiku rozvoje senescence pomocí kvantifikace aktivity β-galaktosidasy 
spojené se senescencí u mesenchymálních kmenových buněk po ozáření. 
• Zhodnotit pomocí průtokové cytometrie, zda inhibice ATM kinasy během ozáření 
ovlivní distribuci mesenchymálních kmenových buněk v buněčném cyklu. 
• Objasnit, zda potenciální protinádorová látka vanadocen dichlorid indukuje dávkově 
závislý vznik γH2AX a apoptózu u leukemických buněk HL-60 v porovnání 
s klasickou cytostatickou látkou cisplatinou. 
• Zjistit, jestli potenciální protinádorová látka vanadocen dichlorid účinněji indukuje 
apoptózu u maligně transformovaných T-lymfocytů linie MOLT-4, nebo u zdravých 
lidských lymfocytů izolovaných z periferní krve v kontrastu s působením cisplatiny. 
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• Stanovit velikost mitoxantronem indukované apoptózy u T-lymfocytární leukemické 


























3. PŘEHLED SOUČASNÉHO STAVU PROBLEMATIKY 
 
3.1. Molekulární mechanismy reakce buněk na genotoxický stres 
 
Buňky vystaveny působení genotoxických agens fyzikální nebo chemické povahy 
(ionizující záření, cytostatika, reaktivní formy kyslíku a dusíku exogenního nebo endogenního 
původu) vykazují intenzivní poškození DNA charakterizované poškozením nukleových bází, 
intramolekulárním zesíťováním vláken DNA s jadernými bílkovinami, jedno a 
dvouřetězcovými zlomy DNA a další (Khanna et al. 2001). Typ a rozsah poškození genetické 
informace buňky závisí jak na druhu a délce působení genotoxického agens, tak na 
vnímavosti daného buněčného typu k jeho působení. Za nejzávažnější formu poškození 
jaderné DNA se považují dvojité (dvouvláknové) zlomy dvoušroubovice DNA (double strand 
breaks, DSB). DSB vznikají po působení exogenních genotoxických agens (ionizující záření, 
cytostatika), mohou rovněž vznikat během některých specializovaných buněčných funkcí, 
jako je replikace DNA, V(D)J rekombinace, meiotická rekombinace, class switching a 
apoptóza. 
Dnes není sporu, že DSB představují nejvíce nebezpečnou formu poškození DNA. 
V některých literárních zdrojích se uvádí, že již jeden DSB může vyvolat buněčnou smrt, 
pokud není reparován. Ztráta kontinuity mezi fragmenty DNA a centromerou během mitózy 
může vyústit v deleci velké části genetické informace přenášené do dceřiných buněk. Pokud 
nejsou správně opraveny, DSB mohou způsobit změny v sekvenci DNA, chromosomální 
translokace, genetickou nestabilitu, eventuelně neoplastickou transformaci buňky. Není tedy 
překvapením, že buněčná odpověď na poškození DNA a především DSB představuje 
sofistikovaný soubor molekulárních reakcí vedoucích k detekci DSB a dále pak k jeho 
reparaci (Jackson 2002). 
Poškození polynukleotidových řetězců jaderné DNA způsobuje remodelaci 
chromatinu za formování tzv. ohnisek, foků (v případě působení ionizujícího záření: ionising 
radiation-induced foci, IRIF) v místě poškozené DNA. Vzniklá ohniska během několika 
minut rekrutují a aktivují proteiny podílející se na detekci DSB. Mezi nejdůležitější proteiny 
detekující toto poškození patří MDC1, 53BP1, Mre11, Rad50, Nbs1 (proteiny reparačního 
komplexu MRN), Rad1, Rad9, Rad17, Rad26, Hus1, ssDNA vázající komplex známý jako 
protein RPA a mnoho dalších (Bekker-Jensen et al. 2006).  
Po detekci poškození DNA dojde k aktivaci proteinů z rodiny tzv. serin/threonin 
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proteinkinas příbuzných fosfatidylinositol-3 kinase (PI3K): ataxia-teleangiectasia mutated 
(ATM), ataxia-teleangiectasia a Rad3-related (ATR) a katalytické podjednotky DNA-závislé 
proteinkinasy (DNA-PKcs) (Shiloh et al. 2003). O tom, která kinasa bude přednostně 
aktivována, rozhodne typ poškození genomu, doba od vzniku poškození, druh a kvantum 
působícího genotoxického agens. Tyto kinasy dále aktivují složitou, do dnes stále ne zcela 
prozkoumanou síť efektorových molekul, které ve vzájemné interakci soustřeďují své aktivity 
v závislosti na typu upřednostněné signální dráhy ve směru: opravy poškozené DNA, zástavy 
buněčného cyklu, indukce senescence nebo apoptózy (obr. 1). 
  
3.1.1. Aktivace ATM kinasy 
 
 ATM kinasa je velice důležitá apikální signální molekula, která spouští signalizační 
kaskádu zahrnující široké modulační účinky na rozličné aspekty buněčné proliferace, nebo 
smrti. Serin/threoninová kinasa ATM je vysoce fosforyl vaný protein o velikosti 370 kDa, 
který je tvořen z 3056 aminokyselin a je kódován genem o velikosti 150 kb lokalizovaném na 
chromosomu 11q22–23 (Chen et al. 1996). Inaktivovaný nebo mutovaný gen kódující ATM 
kinasu byl nalezen u autosomálně recesivní poruchy Ataxia telangiectasia (A-T). A-T je 
charakterizovaná cerebelární ataxií, imunodeficiencí, hypogonadismem, předčasným 
stárnutím, genomovou nestabilitou, 100x vyšším rizikem vzniku malignit, defekty v G1/S a 
G2/M  kontrolních bodech buněčného cyklu a vysokou senzitivitou k ionizujícímu záření a 
látkám indukujícím DSB (Lavin et al. 1997). ATM proteinkinasa patří do rodiny proteinů, 
které vykazují serin/threonin kinasovou aktivitu. Všechny tyto proteiny obsahují doménu s 
motivem typickým pro lipidovou kinasu – phosphatidyl nositol-3-kinasu (PI3K). PI3K mají 
společné tři domény: FAT, FATC a PI3K. Ve FAT doméně ATM kinasy je kinasa 
autofosforylována na Ser1981. Doména PI3K obsahuje fosfatidylinositol s katalytickým 
místem této kinasové rodiny. Aktivace ATM proteinkiasy se děje v buněčném jádře, v 
bezprostředním okolí vzniku DSB. Dochází k autofosforylaci ATM na Ser1981, což způsobí 
disociaci dimeru (nebo multimeru) ATM za vzniku jejího aktivního monomeru s kinasovou 
aktivitou (Rotman et al. 1999). Fosforylace Ser1981 je při dávce ionizujícího záření 0,5 Gy 
detekovatelná již po 30 sekundách a následně po dobu 24 hodin (Bakkenist et al. 2003). 
Aktivovaná ATM je potřebná pro zástavu buněčného cyklu v G1/S, zpomalení průchodu S a 
G2/M kontrolních bodech, napomáhá opravě DNA, nebo spouští apoptózu v závislosti na 
rozsahu poškození a buněč ém typu. ATM protein kinasa fosforyluje mnoho dalších cílů 
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podílejících se na reparaci poškození: protein p53,Mdm2 a Chk2 vedou k zástavě buněčného 
cyklu v G1 kontrolním bodě; Nbs1, Chk1, Chk2, BRCA1, FancD2 a SMC1 vyvolávají 
přechodnou zástavu buněčného dělení v S fázi; a BRCA1 a hRad17, Chk1 v G2 kontrolním 
bodě buněčného cyklu (Bakkenist et al. 2003). Spolu s ATM proteinkinasou se v okolí DSB 
lokalizuje Mre11-Rad50-Nbs1 (MRN) komplex, který figuruje jako DSB senzor pro ATM 
proteinkinasu, rekrutuje ji do místa poškození a napomáhá její aktivaci. Řada substrátů ATM 
se podílí na reparaci poškození – Nbs1, BRCA1, hRad17.  Aktivovaná ATM kinasa 
fosforyluje další klíčový protein, histon H2AX, jehož fosforylace napomáhá tvorbě signálních 
a reparačních ohnisek (Bekker-Jensen et al. 2006).  
 
3.1.2. Aktivace ATR kinasy 
 
ATR (ATM a Rad3-related) je 300 kDa velká serin/threoninová kinasa, která je 
kódována genem lokalizovaným na lokusu 3q22-24 chromosomu 3 (Mannino et al. 2001). 
Ztráta obou alel kódujících protein ATR je letální již během embryonálního vývoje, což 
svědčí o esenciální roli ATR kinasy pro život buňky (de Klein et al. 2000). Frekvence 
heterozygotní formy mutace v populaci není dosud známa. Mutace genu kódujícího ATR byla 
popsána u několika typů lidské rakoviny, jako je rabdomyosarkom (Smith et al.1998), 
malobuněčný typ karcinomu plic (Levin et al. 1994), nádory žaludku (Menoyo et al. 2001) a 
vzácného Seckel syndromu (O’Driscoll et al. 2003). Aktivace ATR signální dráhy je 
iniciována různorodými typy genotoxického stresu, jako jsou DSB, adukty bazí, 
meziřetězcové kroslinky, replikační stres a především nelze opomenout jednovláknové zlomy 
DNA, přesněji specifikováno je ATR aktivována jakoukoliv jednovláknovou DNA (ssDNA) 
povlečenou ssDNA- vázajícím proteinem RPA. Samotný mechanismus vedoucí k aktivaci 
ATR je zprostředkován přes navázání ATRIP (ATR-interacting protein) spolu s již zmíněným 
replikačním proteinem A (replication protein A complex-RPA), který ssDNA obaluje (Cortez 
et al. 2001, Ball et al. 2007). Komplex ATR/ATRIP se následně kolokalizuje s Rad9-Rad1-
Hus1 (9-1-1) komplexem, což zajistí vlastní aktivac ATR (Majka et al. 2006). Některé zdroje 
mluví o nezbytnosti působení topoisomerase-interacting protein (TOPBP1) na aktivaci ATR 
v komplexu ATR/ATRIP/9-1-1, tento model je dnes obecně přijímán (Bartek a Mailand 2006). 
TOPBP1 je BRCT doménu obsahující protein, nezbytný pro aktivaci ATR, který dramaticky 
stimuluje aktivitu ATR in vitro. Mechanismus, jakým vazba TOPBP1 aktivuje ATR je zatím 
málo znám, málo informací je i o posttranslačních modifikacích komplexu ATR-ATRIP 
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(Cimprich a Cortez 2008). Aktivovaná ATR fosforyluje celou řadu substrátů, z nichž asi 
nejdůležitější je Chk1 proteinkinasa (Ser 317 a Ser 345), která j  zodpovědná za zpomalení 
průchodu S fází, nebo zástavu v G2/M fázi buněčného cyklu, a tedy za checkpointovou funkci 
celé ATR dráhy (Cortez et al. 2001). K dalším význam ým substrátům ATR patří protein 
Rad17, s nímž ATR kinasa významně asociuje po ovlivnění buněk hydroxyureou, UV a IR 
zářením. Protein Rad17 je také v různém časovém odstupu od poškození DNA fosforylován 
na serinu 635 a 645 ATR kinasou, což se jeví jako rovněž důležité pro zástavu buněčného 
cyklu v G2/M kontrolním bodě (Post et al. 2001). Mezí další cíle ATR patří histon H2AX 
(Ward et al. 2001), tumor supresor protein p53 (Zhao et al. 2001), BRCA1 a Polo-like kinase-
1 (Plk1). Zde se cesty ATM a ATR kinasy částečně prolínají. ATR fosforyluje protein p53 in 
vitro na serinu 15 a 37. Tato fosforylace se primárně děje následkem expozice buněk UV 
záření. ATR kinasa se ale také podílí na fosforylaci p53 o působení ionizujícího záření, a to 
společně s ATM kinasou. Zářením indukovaná cesta fosforylace p53 ATR kinasou se ovšem 
objevuje v pozdějším čase, než fosforylace zprostředkovaná ATM. Tento fakt možná 
vysvětluje, proč ztráta obou alel pro ATM u buněk způsobí opožděnou kinetiku fosforylace 
proteinu p53, ale zdaleka ne její úplnou absenci po vzniku DSB (Tibbetts et al. 1999). Lze 
shrnout, že v G1 a G2 fázi buněč ého cyklu vzniklé DSB aktivují odpověď zprostředkovanou 
ATM, v S fázi (minoritně G2 fázi) přispívá k této odpovědi především ATR (Cimprich a 
Cortez 2008). 
 
3.1.3. Aktivace DNA-PKcs 
 
DNA-dependentní proteinkinasa (DNA-PKcs) je jaderná serin/threonin kinasa, jejíž 
aktivita je stimulována volnými konci dvouvláknové DNA (Burma et al. 2004). DNA-PKcs 
hraje roli v rozličných buněčných procesech zahrnujících opravu DNA, V(D)J rekombinace, 
procesu udržování funkčních telomer, aktivace či průběhu apoptózy. DNA-PKcs se skládá z 
470 kDa velké katalytické podjednotky (DNA-PKcs) a DNA vázajícího, regulatorního 
heterodimeru formovaného z 70 a 86 kDa  velkých podjednotek (častěji označovaných jako 
Ku70 a 80). Aktivace DNA-PKcs po vzniku poškození DNA, nejčastěji DSB (po působení IR, 
UV, apoptózou-indukovaných) zahrnuje její autofosforylaci na několika serin/threoninových 
zbytcích, nejvýznamnější je threonin 2609 (Chen et al. 2005). Hlavní funkce DNA-PKcs 
spočívá v opravě DSB vzniklých po poškození DNA genotoxickými agens. Proces, kterého se 
DNA-PKcs účastní, je známý jako non-homologous end joining (NHEJ). Pokud toto 
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poškození není možné opravit je indukována apoptóza. Buňky postrádající jakoukoliv 
komponentu komplexu DNA-PKcs vykazují defekt v opravě DBS a zároveň jsou velice 
vnímavé k působení ionizujícího záření (Smith a Jackson 1999). U stejně postižených buněk 
zároveň selhává proces V(D)J rekombinace. Jednotky Ku za změny své konformace 
zprostředkovávají vazbu DNA-PKcs k DNA, rekrutují ji do místa poškození a napomáhá její 
aktivaci. Přesný mechanismus není momentálně znám. Enzymatické vlastnosti DNA-PKcs 
jsou velice potencovány vazbou Ku, komplex DNA-PKcs- u je nazýván DNA-PK. Rovněž 
inhibice holoenzymu DNA-PK vede ke zvýšení vnímavosti buněk k ionizujícímu záření 
(Allen et al. 2003). DNA-PK fosforyluje celou řadu proteinů (Ku70, Ku80, p53, RNA-
polymerasu II, RPA, topoisomerasy, hsp90, SV-40 velký T antigen, a velké množství 
transkripčních faktorů jako c-Jun, c-Fos, oct-1, sp-1, c-Myc, TFIID, XLF, Artemis a DNA 
ligasu IV, histon H2AX a mnoho dalších), fosforyluje sama sebe na skupině označované PQR  
(Ser 2023–Ser 2056), ABCDE (Thr 2609–Thr 2647), 2671 (Thr 2671–Thr2677), Thr 3950 a 
Ser 3205. DNA-PK je také fosforylovaná ATM a ATR kinasou. Tyto posttranslační 
fosforylace DNA-PK přestavují děje vedoucí zejména k inaktivaci serin/threonin kinasové 
aktivity, jedná se také o děje regulační (Yajima et al. 2006, Mukherjee et al. 2006).  
 
 
Obr. 1. Schéma molekulárních mechanismů aktivovaných po působení genotoxických agens 
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3.2. Histon H2AX 
 
Histon H2AX figuruje jako tumor supresor, který se za své fosforylace podílí na 
udržování genomové integrity buňky. H2AX je velmi masivně a zároveň rychle fosforylován 
na okraji vzniklých DSB v chromatinu buňky. Fosforylace je zprostředkovaná rodinou 
aktivovaných fosfatydilinositol-3 kinas: ATM, ATR aDNA-PK, v závislosti na druzích 
genotoxického agens a typu buněč é odpovědi (obr. 2). Fosforylaci histonu H2AX lze tedy do 
jisté míry považovat za jednu z křižovatek molekulárních cest odpovědi buněk na 
genotoxický stres (Bonner et al. 2008). Dále se budeme věnovat úloze histonu H2AX 
v organizaci buněčného jádra, rozdílným aspektům jeho funkce a biochemie včetně úlohy v 
reakci na vznik DSB. Přiblížíme mechanismus fosforylace H2AX za tvorby ohnisek  
v buněčném jádře společně se stechiometrií ohnisek ve vztahu k DSB formovaných po 
působení exogenních genotoxických agens. Je nutné popsat úlohu fosforylovaného histonu 
H2AX v průběhu procesů spojených s přirozeným metabolismem buňky a dějů nezávislých 
na exogenním genotoxickém stresu. Další část je věnována účasti H2AX v procesu opravy 
poškozené DNA. Fosforylovaný H2AX zde působí jako afinitní platforma pro akumulaci a 
udržení reparačních proteinů, stejně jako faktorů remodelace chromatinu nebo molekul 
účastnicích se zástavy buněč ého cyklu. Opomenout nelze ani význam fosforylovaného 
histonu H2AX jako indikátoru vzniku DSB a apoptózy. 
 
 
Obr. 2. Fosforylace H2AX v závislosti na typu děje indukujícího DSB. 
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3.2.1. Histony a organizace DNA v buněčném jádře 
 
Jádro typické eukaryotické buňky má průměr mezi 5-8 µm a obsahuje DNA o délce 
zhruba dvou metrů. U eukaryot je DNA v jádru rozdělena mezi sadu různých chromosomů. 
Každý chromosom obsahuje jednu molekulu dvouvláknové DNA (dsDNA), která působí ve 
funkci genoforu. Tato DNA se označuje jako chromosomová, nebo též jaderná DNA. Geny, 
které jsou na této DNA lokalizovány, jsou označovány jako jaderné. Struktura chromosomu se 
mění v závislosti na fyzikálním a chemickém stavu chromatinu (jaderné hmoty). Chromatin je 
složen z dsDNA, histonů a proteinů nehistonové povahy. Podle fáze buněčného cyklu se mění 
jeho stav – v interfázi je rozvolně ý, označuje se jako euchromatin, což umožňuje přístup 
proteinů potřebných pro expresi genů, nebo replikaci DNA. Před vstupem do mitózy dochází 
k postupnému sbalování chromatinu, tvoří se heterochromatin, a dále vznikají vysoce 
kondenzované mitotické chromosomy (Campos et al. 2009). Základní jednotka chromatinu je 
nukleosom. Každý nukleosom obsahuje oktamer histonů, jednu molekulu spojovacího histonu 
H1, která není součástí histonového oktameru, úsek DNA o průměrné délce 200 bp (146 
nukleotidových párů je omotáno kolem jádra nukleosomu a průměrně 50 nukleotidových párů 
spojuje sousední jádra nukleosomů), který tvoří dvě otáčky (dva závity) kolem histonového 
oktameru. Histony jsou relativně malé proteiny, jejich molekulová hmotnost je mezi 11 kDa 
(H4) - 15 kDa (H3) s vysokým obsahem kladně nabitých bazických aminokyselin lysinu a 
argininu. Tyto aminokyseliny se vyskytují především ve flexibilních koncích histonů. 
Pozitivní náboje těchto aminokyselin při neutrálním pH umožňují pevné navázaní histonů na 
negativně nabitou pentosa-fosfátovou kostru DNA bez ohledu na nukleotidovou sekvenci. 
Celkový obsah histonů je v buňce značný, kolem 60 milionů molekul od každého typu v jedné 
buňce a jejich celková hmotnost je přibližně stejná jako DNA samotné. Na základě poměrů 
argininu k lysinu, velikosti a náboje se rozlišuje 5 druhů histonů, H1, H2A, H2B, H3, H4. 
Histony H2A a H2B tvoří stabilní dimery, kdežto histony H3 a H4 se spojují do stabilních 
tetrametrů. Histony jsou evolučně jedny z nejvíce konzervatívních proteinů u eukaryot. To 
platí především pro histony H3 a H4. Každý histon je v oktameru nukleosomu zastoupen 
dvakrát. Histon H1 se pojí k nukleosomu z vnější strany a podílí se na spojování sousedních 
nukleosomů v nukleosomovém řetězci. Histonový oktamer si lze představit jako válec o šířce 
10 – 11 nm a výšce 6 nm. Je tvořen histonovým tetrametrem (H3)2-(H4)2 a dvěma dimery 
H2A a H2B. Flexibilní (volné) N- a C- terminální konce histonů prodělávají četné 
posttranslační modifikace. Jedná se o fosforylaci, methylaci, acetylaci, ADP-ribosilaci, 
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biotinylaci, nebo nakonec degradační ubikvitinaci. Tyto modifikace způsobují přestavbu 
chromatinu a tak tvoří epigenetický regulační mechanismus, uplatňující se jak v normálních, 
tak patologických buněčných procesech. Epigenetické změny ovlivňují nejen selektivní 
proces řízení exprese genů nutných například pro buněčnou diferenciaci, ale i expresi genů 
nutných pro reparaci DNA (Ramakrishnan 1997, Řezáčová et al. 2011, Alberts et al. 1994).    
 
3.2.2. Histon H2AX, varianta histonu H2A 
 
Rodina histonů H2A se rozděluje na základě elektroforetické mobility v přítomnosti 
kyseliny octové, Tritonu X-100 a moč viny na podskupiny, tzv. majoritní varianty H2A1 a 
H2A2. Druhou skupinou jsou tzv. minoritní varianty H2AZ, H2AX, makroH2A1, 
makroH2A2 a H2A-Bbd. Rodina histonů H2A představuje velice heterogenní skupinu. 
Ačkoliv jsou histony všeobecně velice konzervativní, neměnné struktury co se týče složení, 
tak například varianta histonu H2AZ se liší od běžné varianty H2A1 v 15 aminokyselinách. 
Subtyp histonu H2AX  představuje z celé rodiny H2A nejvíce mezidruhově konzervativní 
variantu, tvoří 2-25 % z celkového množství histonu H2A, množství záleží na typu organismu 
nebo typu studovaných buněk, např. v normálních lidských fibroblastech je to cca 10 %, 2 % 
v lymfocytech nebo buňkách HeLa. Podobně jako ostatní histonové proteiny obsahuje H2AX 
centrální globulární doménu a dva volné boční konce, tzv. N-terminální serinovou a C-
terminální tyrosinovou část, obě představují místo pro posttranslační modifikace. Většina 
těchto modifikací se děje na N-konci, významně i na C-konci a mají specifické funkce 
v metabolismu DNA a pro zpřístupnění poškozené DNA během její reparace (Pinto et al. 
2010). H2AX na rozdíl od ostatních členů rodiny H2A má na 4. pozici od C-konce serin 
(označuje se jako omega-4), u člověka je to 139. aminokyselina v řetězci. Čtyři C-koncové 
aminokyseliny představují velice konzervativní motiv, u všech druhů jde o sekvenci serin-
glutamin-kyselá aminokyselina-hydrofobní aminokyselina (Redon et al. 2002). Po vzniku 
DSB dochází k rychlé fosforylaci omega-4-serinových residuí a tvorbě tzv. γH2AX, což je 







3.2.3. Fosforylace histonu H2AX na serinu 139 
 
Vznik DSB různého původu během několika minut (s maximem ~ 30 až 60 minut) 
spouští v okolí zlomu fosforylaci histonu H2AX. Fosforylaci zejména zprostředkovává 
aktivována ATM  proteinkinasa, a to na serinu 139, který je součástí SQ domény v C-
terminální oblasti molekuly H2AX (Rogakou et al.1998, Burma et al. 2001). V závislosti na 
induktoru DSB může fosforylaci zprostředkovávat také Rad3-related proteinkinasa (ATR) 
(Furuta et al. 2003) a DNA-závislá proteinkinasa (DNA-PK) (Park et al. 2003). Ionizujícím 
zářením indukované DSB vedou k fosforylaci H2AX zejména prostřednictvím ATM kinasy 
(Bekker-Jensen et al. 2006), po působení UV záření nebo replikačního stresu se naopak 
uplatňuje ATR kinasa (Zhou et al. 2000). DNA-PK je zodpovědná za fosforylaci H2AX 
během fragmentace DNA jakožto děje charakteristického pro průběh apoptózy nebo 
hypertonických podmínek, zatímco ATM kinasa se na tomto procesu v této fázi reakce buněk 
na genotoxický stres nepodílí (Mukherjee et al. 2006). Fosforylace H2AX zprostředkovaná 
DNA-PK byla rovněž detekována v odpovědi po působení ligandu TRAIL na receptory smrti 
(Shrivastav et al. 2009). Bylo definováno, že po ozáření dávkou 1 Gy záření gama vzniká 
v buňce cca 40 DSB a okolo 1 % H2AX je fosforylováno. Každý DSB vyvolá fosforylaci 
přibližně 2000 molekul H2AX, což odpovídá zhruba 0,03 % chromatinu (Rogakou et al. 
1998, 1999, Redon  et al. 2003). Tato fosforylace se šíří po sousedním chromatinu za vzniku 
ložisek, do kterých se rekrutuje celá řada proteinů souvisejících s reparačními a smrtícími 
pochody (Rogakou et al. 1998). Mezi proteiny, které se kolokalizují s γH2AX patří NBS1, 
53BP1, MDC1, BRCA1, MRE11, Rad50, Rad 51, Tip 60, HDAC4 (Kinner et al. 2008). 
Úloha těchto proteinů v buněčné odpovědi na DSB se liší. Proteiny MRE11 Rad 50 a Nbs1 
vytvářejí funkční komplex, který působí jako senzor pro detekci DSB a stabilizuje volné 
konce DNA. Histonacetyltransferasa Tip 60 a histondeacetylasa HDAC4 modulují acetylaci 
chromatinu a ovlivňují rozvolnění terciární struktury DNA. Proteiny 53BP1 a MDC1 působí 
jako adaptorové molekuly a zprostředkovávají interakce ostatních proteinů s poškozeným 
místem (Řezáčová et al. 2011). 
Jak je to se vzájemnou stechiometrií poměru vzniku DSB a tvorby γH2AX? Částečně 
odpověděly předchozí řádky. Rothkamm a Lobrich (2003) zkoumali indukci DSB u 
primárních lidských fibroblastů v G1 fázi buněčného cyklu pomocí stanovení fosforylace 
histonu H2AX a pulzní gelové elektroforézy (PFGE). Průměrně bylo stanoveno 36 γH2AX 
foci/Gy/jedna buňka 3 minuty po ozáření v dávkovém rozpětí 0,2 nebo 2 Gy. Pomocí korelace 
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s PFGE došli k závěru, že množství γH2AX foci odpovídá rozsahu vzniku DSB.  
Fosforylace H2AX a vznik γH2AX ložisek jsou dnes přijímány jako kvantitativní 
ukazatel DSB, který dobře koreluje s množstvím vzniklých DSB (Sedelnikova et al. 2002). 
Fosforylovaná forma histonu H2AX může být detekovaná imunocytochemicky pomocí 
monoklonálních protilátek, které specificky reagují s C – terminálním peptidem 
CKATQA[fosfoS]QEY odpovídajícím 134-142 aminokyselině histonu H2AX.  
Histon H2AX je důležitý pro udržení integrity genomu. Ztráta obou alel genu 
kódujícího histon H2AX vede u myší k těžké genomové nestabilitě; H2AX (-/-) myši jsou 
radiosenzitivní, retardované v růstu a imunodeficientní (Celeste et al. 2002). Dokonce i 
haploinsuficience pro H2AX (+/-), u níž je přítomná pouze jedna funkční alela, poruší 
genetickou integritu a zároveň zvýší náchylnost k rakovině (Celeste et al. 2003). 
 
3.2.4. Kinetika fosforylace a defosforylace histonu H2AX 
 
Studium kinetiky fosforylace histonu H2AX prokázalo na dávce záření závislý vzestup 
γH2AX s počátkem 1 – 2 minuty od ozáření a maximem 10 minut (Rogakou et al. 1999). 
Deset minut od ozáření jsou ohniska již dobře zřetelné a obsahují reparační faktory DSB, jako 
jsou 53BP1, MRE11 a RAD50, což naznačuje aktivní zahájení reparačního procesu (Paull et 
al. 2000, Sedelnikova et al. 2008). Během první hodiny od vzniku DSB obsah histonu γH2AX 
v buňce dosahuje vrcholu a zároveň se nemění. Po jedné hodině je popisován pomalý pokles, 
kdy většina ohnisek v silné závislosti na buněč ém typu zmizí během 8 hodin po ozáření 
(Rogakou et al. 1999, Sedelnikova et al. 2002, 2004, Cucinotta et al. 2008, Redon et al. 2009). 
Avšak některé práce uvádějí, že zvýšené množství γH2AX ohnisek v jádře buňky je 
detekovatelné ještě během 48 h až do doby 7 dnů po expozici záření v dávce větší než je 1 Gy 
(Redon et al. 2009, Bhogal et al. 2010). Předpokládá se, že tyto reziduální ohniska mohou být 
kritický faktor pro to, zda buňka v dlouhodobé perspektivě přežije (Banath et al. 2010). Jiný 
důvod pro tak dlouhou přítomnost γH2AX ohnisek může být aktivní průběh apoptózy, zástava 
reparace, perzistující chromozomové aberace, signalizace zástavy buněčného cyklu, aktivace 
buněčné senescence. Kinetika tvorby γH2AX ohnisek je tedy do značné míry závislá na typu 
buňky a formě, s jakou je schopna reparovat poškození DNA ve formě DSB (Goodhead 1994; 
Nikjoo et al. 2001, Banath et al. 2010).  
Dalším důležitým dějem z pohledu kinetiky a časového okna pro záchyt 
fosforylovaného histonu H2AX je průběh defosforylace histonu H2AX jakožto negativního 
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regulátoru jeho funkce. Hned na začátku je nutné podotknout, že přesný mechanismus 
odstraňování γH2AX foci během reparace DSB je prozatím stále ne zcela objasněný. Několik 
proteinů z rodiny fosfatas jako je například protein fosfatasa 2A (PP2A), protein fosfatas 4 
(PP4); protein fosfatasa 6 (PP6) a fosfatasa WIP1 se podílí na defosforylaci γH2AX 
(Chowdhury et al. 2005, 2008, Keogh et al. 2006, Macurek et al. 2010). Komplexy podílející 
se na remodelaci chromatinu jako je Tip 60 v lidských buňkách, INO80-C a SWR-C 
v buňkách kvasinky také přispívají k odstraňování γH2AX z chromatinu výměnou histonů za 
nově exprimované histony (Thiriet a Hayes 2005). Spojení mezi Tip 60 a UBC13 je zvýšené 
po poškození DNA a koreluje s acetylací H2AX na lysinu 5, což je důležité pro jeho 
ubiquitinaci pomocí UBC13 a uvolně í z chromatinu (Kusch et al. 2004, Ikura et al. 2007). 
Dnes se předpokládá, že oba děje, a to jak defosforylace histonu H2AX, tak vlastní odstranění 
fosforylovaného histonu H2AX působí společně (Chowdhury et al. 2005). 
Sníženou kinetiku fosforylace a defosforylace histonu H2AX lze pozorovat u 
některých stavů provázených deficiencí DSB reparačního potenciálu buňky. Například 
snížená rychlost tvorby ionizujícím zářením indukovaných γH2AX ohnisek a reparačního 
komplexu DSB je pozorována u buněk z tkání starších jedinců, obzvláště pomalu tento proces 
probíhá v buňkách pacientů s Wernerovým syndromem (Sedelnikova et al. 2008).    
 
3.2.5. Fosforylace histonu H2AX v buněčných procesech nezávislých na 
exogenním genotoxickém stresu 
 
H2AX (-/-) null myši (myši, jež ztratily na obou alelách chromosomu gen kódující 
histon H2AX) jsou neschopny provést isotypový přesmyk (class switch recombination), což 
vede k primární imunodeficienci.  Myši mají také nižší počet lymfocytů, které prodělaly 
V(D)J rekombinaci (Celeste et al. 2002).  
V průběhu meiózy dochází k výměně nukleotidových sekvencí mezi homologními 
chromosomy. Vznik křížových vazeb mezi nesesterskými chromatidami podmiňuje správné 
rozdělení chromosomových párů při prvním meiotickém dělení. Meióza je charakterizována 
tvorbou DSB katalyzovaných proteinem SPO11 (meióza specifický protein SPO11), který 
spouští iniciaci homologní rekombinace (Li a Ma 2006). Během homologní rekombinace fáze 
meiózy I jsou v chromatinu buňky proteinem SPO11 indukovaná DSB, jež vedou k tvorbě 
ohnisek γH2AX. Ohniska γH2AX následně zmizí v době, kdy se homologní chromatidy 
spárují v pozdní pachytenní fázi (3. fáze profáze I. meiotického dělení). Funkční gen kódující 
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histon H2AX je důležitý pro správný průběh meiózy (Celeste et al. 2002). 
Telomery jsou specializované nukleoproteinové struktury na konci eukaryotických 
chromosomů. Jejich integrita a funkce jsou rozhodujícími faktory pro délku života 
eukaryotických buněk. Telomery zajišťují stabilitu chromosomů, a tím i celého genomu 
buňky. Vlastní telomerická DNA se sestává u savců z tandemových opakování (5´-TTAGGG-
3´)n. Jelikož běžné DNA polymerasy nedovedou dokončit syntézu opožďujícího se vlákna, je 
při každé replikaci DNA ztraceno přibližně kolem 50 – 200 bp telomerické sekvence, a 
telomery se tak postupně zkracují (de Lange 2004). Finální stádium eroze telom r, které 
doprovází dělení somatických buněk (buňky s telomerami, které jsou dlouhé přibližně 10-12 
kb jsou schopny dělení 50-60 krát), působí jako DSB a aktivuje celou DNA damage response 
(DDR) včetně fosforylace histonu H2AX (Takai et al. 2003). Tento mechanismus může 
vyústit k indukci apoptózy (Karlseder et al. 1999), nebo aktivaci replikační senescence 
(van Steensel et al. 1998).  
Nežádoucí DSB mohou vzniknout v průběhu replikace nebo transkripce, kdy jsou 
jednovláknové zlomy (SSB) konvertovány na DSB. SSB genomové DNA jsou produkovány 
širokou škálou exogenních a endogenních agens jako je záření, ROS, genotoxická agens, 
defektní proces reparace DNA (Pommier et al. 2006).   
Fosforylace histonu H2AX byla pozorována také v průběhu virové infekce buněk. 
Jedná se pravděpodobně o mechanismus přímé interakce viru s DNA, nebo o proces atakující 
metabolismus DNA hostitelské buňky virovými onkoproteiny. Virová infekce způsobí leze 
DNA v hostitelské buňce za aktivace buněčných molekulárních mechanismů odpovědí na 
poškození DNA (Daniel et al. 2004, Xie a Scully 2007). Myší γ-herpesvirus 68 (γHV68) 
rovněž aktivně indukuje fosforylaci histonu H2AX pomocí exprese viro é kinasy orf36. Tento 
děj pravděpodobně hraje aktivní roli důležitou pro replikaci genomu tohoto viru v hostitelské 
buňce (Tarakanova et al. 2007).  
Malé množství DSB-indukovaných γH2AX je v buňce normálně přítomno jako 
následek fyziologických a metabolických procesu buňky. V žijících buňkách je DNA 
podrobena neustálému působení reaktivních forem kyslíku (ROS), které jsou produkovány 
uvnitř buňky jako nežádoucí následek jejího metabolismu. Je odhadováno, že během jednoho 
buněčného cyklu vznikne na 5000 SSB následkem působení ROS. Přibližně 1 % těchto zlomů 
je transformováno do DSB především během replikace. Zbytek SSB je opraveno. Takto 
vznikne během buněčného cyklu v jednom buněčném jádře okolo 50 endogenních DSB, které 
(pokud nejsou plně opraveny) přispívají ke stárnutí buňky nebo mohou vyvolat neoplastickou 
transformaci (Vilenchik et al. 2003).      
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3.2.6. Role H2AX v opravě DSB DNA 
 
H2AX je multifaktoriální hráč v molekulární odpovědi buněk na poškození DNA. 
Fosforylace H2AX vytváří zóny na okraji DSB usnadňující koncentraci DNA reparačních a 
signalizačních proteinů, které se nevyhnutelně podílí na rekonstituci poškozené DNA a/nebo 
dočasné zástavě buněčného cyklu (Bonner et al. 2008). Histon γH2AX rekrutuje do okolí 
DSB proteiny kohesiny, které se účastní opravy DNA závislé na neporušených sesterských 
chromatidách, jež jsou využity jako templáty pro obn vu (Unal et al. 2004). Histon γH2AX 
rovněž brání disociaci zlomených konců DNA po vzniku DSB (Bassing et al. 2004). 
Ionizujícím zářením indukované dvouvláknové zlomy DNA jsou rozpoznané reparačním 
komplexem MRN. Reparační komplex MRN se skládá z proteinů Mre11, Rad50 a NBS1. 
Aktivovaná kinasa ATM fosforyluje H2AX na serinu 139 (Rogakou et al. 1998). První takto 
vznikající molekuly γH2AX dále udržují ATM v okolí DSB, a tak dojde k další amplifikaci 
signálu odpovědi na poškození DNA. Tvorba γH2AX figuruje jako děj, který spouští v časové 
posloupnosti přísně regulovaný vznik reparačních proteinů BRCA1, 53BP1, MDC1, Rad51 
v okolí DSB (Huen et al. 2010). Histon γH2AX se účastní mobilizace BRCA1 v odpovědi na 
poškození DNA. Některé práce naopak svědčí o možné γH2AX nezávislé akumulaci BRCA1, 
která je pozorována u buněk H2AX (-/-) null, pravděpodobně pochodem asociovaným s MRN 
komplexem (Greenberg 2008, Yuan a Chen 2010). Komplex remodelace chromatinu Tip 60-
UBC13, který se rovněž účastní v opravě DNA, je rekrutován do okolí DSB pomocí γH2AX, 
což zároveň umožní γH2AX acetylaci a ubiqitinaci v pochodu jeho defosforylace či 
reparačního odstranění z okolí DSB (Ikura et al. 2007). Mimo serinu 139, H2AX C-koncový 
tyrosinový zbytek 142 (Tyr142) může být rovněž fosforylován pomocí WSTF tyrosinkinasy 
(Cook et al. 2009, Xiao et al. 2009). Fosforylace Tyr142 zbytku reguluje tvorbu γH2AX. Tato 
fosforylace je konstitutivní ve zcela zdravých buňkách. Po poškození DNA dojde 
k defosforylaci fosfoTyr142 pomocí EYA1 nebo EYA 3 fosfatas, což je důležité pro vznik 
γH2AX, následovanou akumulací s MDC1 a procesem reparace poškozené DNA. Avšak 
pokud během buněčné odpovědi na genotoxický stres nedojde k defosforylaci fosfoTyr142, 
buněčná odpověď cesty reparace přejde na molekulární cestu signalizace směřující k apoptóze 
(Cook et al. 2009). MDC1 pracuje ve velice úzké souvislosti s γH2AX a má nezastupitelnou 
roli pro vznik γH2AX foci. V odpovědi na DSB, MDC1 přímo váže γH2AX přes svojí BRCT 
doménu (Stucki et al. 2005). Fosforylace specifických repetitivních úseků v N terminální 
doméně MDC1 pomocí kasein kinas hraje roli v atrakci proteinu NBS1 a společně se pak 
 28 
podílí na tvorbě komplexu s ATM kinasou a následné regulaci zástavy buněčného cyklu (Wu 
et al. 2008).        
 
3.2.7. γH2AX - indikátor genotoxického stresu 
 
Stanovení fosforylovaného histonu H2AX je možné využít jako indikátoru přítomnosti 
DSB v DNA buňky. Počet molekul fosforylovaného histonu H2AX odpovídá počtu DSB, 
jedná se tedy o znak, který nám poskytne obraz jak kvalitativní (přítomnost nebo 
nepřítomnost DSB), tak kvantitativní (rozsah DSB v genomu buňky). Amplifikace signálu, 
kdy vznik jednoho DSB vede k fosforylaci přibližně stovek až tisíců molekul H2AX, 
umožňuje velmi citlivě stanovit rozsah vzniku DSB v DNA eukaryotní buňky (Rothkamm et 
al. 2003). 
Ke vzniku DSB dochází také v průběhu apoptózy. Jedním z hlavních znaků apoptózy 
je fragmentace DNA. Ke štěpení dochází v internukleosomálních sekvencích působením 
nukleas. Dodnes bylo identifikováno několik nukleas zprostředkovávajících fragmentaci 
DNA, nejlépe popsaná je tzv. kaspasami aktivovaná DNasa I, DNasa-II a endonukleasa G. 
Fosforylaci H2AX objevující se během apoptózy lze pozorovat ve stejné době, kdy se začínají 
tvořit vysokomolekulární fragmenty DNA, ale před fází spojenou s tvorbou 
internukleosomálních fragmentů (Rogakou et al. 2000). K tvorbě γH2AX v průběhu apoptózy 
dochází primárně prostřednictvím DNA-PK a c-Jun N-terminální kinasy (JNK) kinasy (Lu et 
al. 2006; Mukherjee et al. 2006; Sluss a Davis 2006). Během apoptózy je fosforylace H2AX 
obvykle značně masivní, v jádře vykazující pan-nukleární charakteristiku (Solier et al. 2009). 
Mimo fosforylace serinu 139 hraje roli v procesu apoptózy fosforylace a defosforylace i 
jiných C-terminálních koncových aminokyselin histonu H2AX. Jedná se například o tyrosin 
142 (Cook et al. 2009). Fosforylace H2AX na tyrosinu 142 je generována WSTF 
tyrosinkinasou, je konstitutivní a defosforylace pomocí EYA1/3 fosfatasy se objevuje po 
poškození DNA. Tyrosin 142 defosforylace je nutná pro správný průběh opravy DNA, vznik 
γH2AX a vazbu adaptorové molekuly MDC1 (Stucki 2009). 
Zvýšené množství γH2AX foci je přítomno v celé škále lidských nádorových 
buněčných linií. Jedná se např. o rakovinné buňky odvozené z karcinomu děložního hrdla, 
melanomu, kolorektálního karcinomu, fibrosarkomu, oste sarkomu, gliomu, neuroblastomu. 
Vyšší hodnoty γH2AX foci byly zjištěny i u nádorů in vivo odebraných pomocí biopsie ve 
srovnání se zdravými buňkami přilehlé tkáně (Banath et al. 2004, Warters et al. 2005, Martin 
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a Bonner 2006, Yu et al. 2006). Tyto výsledky potvrzují, že zvýšený stupeň poškození DNA je 
charakteristický pro rozvoj a následný průběh maligního onemocně í (Bartkova et al. 2005). 
Zvýšená tvorba γH2AX foci byla rovněž nalezena u kolonocytů odebraných od pacientů 
trpících ulcerózní kolitidou, která je dnes pokládána za prekancerosu (Risques et al. 2008). 
Poškozené telomery jsou odpovědné za valnou část endogenně vzniklých DSB, což má 
přímou souvislost s nádory vznikajícími na podkladě jistého stupně dysfunkce telomer 
(Nakamura et al. 2009).  
Stav charakterizovaný vyčerpáním proliferačního potenciálu primárních somatických 
buněk a buněčných linii z nich získaných je znám pod pojmem buněčná senescence. Poprvé 
byl tento jev popsán u normálních fibroblastů (Hayflick 1965) a byl označen jako replikační 
senescence. Druhým způsobem vzniku senescence je tzv. onkogeny vyvolaná se escence, 
spojená s vlivem genotoxických látek. Senescence je často spojována s kmenovými buňkami 
získanými ze starých dárců, kdy buňky plní některé svoje funkce v organismu, ale nejsou 
schopny se dále dělit. Faktory hrající důležitou roli v rozvoji buněčné senescence v důsledku 
stárnutí zahrnují postupné zkracování telomer během opakující se replikace, akumulaci 
poškození DNA, či porušení nebo snížení DNA reparačního potenciálu buňky (Reddel 2010, 
Zhao et al. 2009). Vzestup γH2AX foci byl pozorován u buněk, které přešly do senescence 
následkem vyčerpání své proliferační kapacity – tzv. replikační senescence. Zvýšená tvorba 
γH2AX byla pozorována rovněž u buněk senescentních pod vlivem DNA-poškozujících látek, 
oxidačního stresu apod., tzv. stresem indukovaná předčasná senescence (Nakamura et al. 
2008). 
Stanovení fosforylovaného histonu H2AX se dá bezesporu využít k monitorování 
průběhu a účinnosti chemoterapie a/nebo radioterapie. Většina léčebných postupů 
zaměřených na potlačení nádorového bujení je spojena s přímou, nebo nepřímou tvorbou 
DSB, a to ne jen v DNA buněk leukemických, nebo nádorových tak, jak by bylo primárně 
žádoucí (Bonner et al. 2008). Stanovení tvorby γH2AX ve vhodném biologickém vzorku 
může poskytnout klinicky cenné informace o individuální odpovědi pacienta na léčbu. Na 
základě těchto výsledků může být terapie individualizována, a tak lze dojít k potlačení 
nežádoucích vedlejších účinků radioterapie či chemoterapie u konkrétního pacienta (Fong et 
al. 2009). Je potřeba zdůraznit, že aplikace stanovení γH2AX v buňkách exponovaných 
genotoxickému stresu in vivo jsou dnes stále ve fázi vývoje, jelikož korelace získaných dat a 
následná interpretace výsledku ve vztahu k odpovědi organismu je nelehká. V nedávné 
minulosti však byly již provedeny první úspěšné pokusy v rámci studie I fáze klinického 
zkoušení za přispění detekce γH2AX. Jednalo se o studii vlivu kombinace klofarabinu 
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(inhibitor ribonukleotid-reduktasy a DNA polymerasy) a cyklofosfamidu (oxazafosforinový 
derivát s alkylačním mechanismem účinku) na refrakterní akutní myeloidní leukemii. Za 
použití této kombinační terapie byl pozorován vzestup tvorby γH2AX v leukemických 
buňkách u 12 z 13 pacientů, což se později v kontextu s dalšími vyšetřeními projevilo jako 
pozitivní odpověď na terapii (Karp et al. 2007). 
 
3.3. Buněčný cyklus 
 
Buněčný cyklus eukaryotní buňky je tradičně rozdělován do čtyř fází. První tři fáze 
buněčného cyklu ukončuje mitóza, tzn. dělení jádra následované procesem cytokineze, 
souhrnně nazývaná jako M fáze. Doba mezi dvěma M fázemi je nazývaná interfáze. Interfáze 
je rozdělovaná do tří fází buněčného cyklu - G1, S a G2. G1 fáze (gap 1) je období mezi 
koncem M fáze a začátkem S fáze. Je to období, kdy nedochází k syntéze žádné DNA, avšak 
probíhá syntéza RNA a proteinů. G1 je obvykle nejdelší fází cyklu, ale její délka značně 
závisí na typu buňky. U rychle dělících se buněk jako jsou buňky leukemických linii je G1 
fáze poměrně krátká. Buňky, které dosáhly plné diferenciace, mohou vystoupit z cyklu z G1 
fáze do fáze klidové (quiescentní), označované jako G0. Buňky v G0 fázi buněčného cyklu 
v těle neproliferují, ale soustřeďují se na výkon specializovaných funkcí v rámci organismu. 
Buňky ve fázi G0, které již nejsou schopné návratu do buněčného cyklu, se nazývají 
terminálně diferencované. Jiné buňky v G0 fázi se mohou do cyklu vrátit pod vlivem 
stimulace okolními mitogenními růstovými faktory nebo cytokiny. Dále rozlišujeme S fázi, 
neboli syntetickou fázi. Buňka zcela replikuje svoji jadernou DNA, což je základní 
předpoklad pro buněčné dělení. Během tohoto stádia se také často duplikují centrioly. G2 fáze 
(gap 2) je stádium mezi koncem S fáze a začátkem M fáze. Během této fáze nastávají koneč é 
přípravy na buněčné dělení, syntéza tubulinu pro mitotický aparát a akumulace dostatečných 
zásob ATP pro průběh mitózy. Během vlastní mitózy jsou syntetické pochody utlumeny 
(Alberts et al. 1994). 
 
3.3.1. Zástava buněčného cyklu 
 
Savčí buňka disponuje různorodými mechanismy k udržení genetické integrity po 
působení genotoxických agens. Tyto mechanismy jsou často primárně závislé na dočasné 
zástavě buněčného cyklu v G1, S a G2/M kontrolních bodech. Zástava proliferace poskytne 
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nezbytný čas k opravě poškozené DNA, zabrání přenesení poškozené genetické informace do 
buněk dceřiných, jež by mohlo mít za následek rozvoj nádorovéh  bujení.  
Buněčný cyklus je kontrolován především pomocí komplexu regulačních 
serin/threonin specifických proteinkinas (cyklin-dependentní kinasy Cdk) a cyklinu. Cdk jsou 
enzymy kinasy, které fosforylují serin a threonin na jiných proteinech, a tím je zpravidla 
aktivují. Cdk jsou aktivní pouze v pří adě, když jsou navázány na určité cykliny za vytváření 
komplexu Cdk-cyklin (cyklin dependentní – cyklin závislé). Pro cykliny je charakteristické, 
že jsou druhově exprimovány v závislosti na fázi buněčného cyklu. Podílejí se na činnostech, 
které jsou rozhodující pro průběh resp. zástavu buněčného cyklu (Jeffrey et al. 1995). Během 
plynulého cyklu zůstávají intracelulární koncentrace Cdk konstantní. Naproti tomu 
koncentrace cyklinu vždy cyklicky vzrůstá a klesá mezi mitózami kontinuálně se dělících 
buněk. Aby bylo možné projít jednotlivými kontrolními body cyklu, musí být k dispozici 
dostatek komplexů Cdk-cyklin. Kontrolovaný průběh buněčného cyklu je důležitý pro udržení 
buněčné homeostázy. Regulační systém buňky je závislý na dvou hlavních kontrolních 
bodech, G1/S a G2/M. Kontrolní bod G1 kontroluje vstup do S fáze. Zahájení syntézy DNA 
(vstup do S fáze) vyžaduje cykliny typu D (D1, D2 a D3) a cyklin E. Cykliny typu D tvoří 
komplexy s Cdk4 a Cdk6 a aktivují je. Vazebný protějšek pro cyklin E je Cdk2. Je třeba 
doplnit, že cyklin E je tvořen zejména v pozdní G1 fázi. Průchod buněk S fází je závislý na 
formaci komplexu Cdk2/cyklin A. Průchod G1/S restrikčním bodem je důležitý z pohledu 
iniciace buněčného dělení. Proces je aktivován vytvořením komplexu Cdk4 a cyklinu D 
(později v průběhu cyklu také Cdk2-cyklin E), který hyperfosforylací proteinu pRb (produkt 
genu retinoblastoma) uvolní transkripční faktor E2F, který byl předtím vázán k pRb (Knudsen 
et al.1997; Resnitzky et al. 1995). E2F aktivuje transkripci genů potřebných pro replikaci 
DNA. Zvýšená exprese genu pro protein pRb působí zástavu buněk v G1 fázi (Goodrich et al. 
1991), zatímco mutace tohoto genu způsobí neschopnost aktivace G1 kontrolního bodu (Qin 
et al. 1992). 
Progrese kontrolním bodem G2/M je pod regulací komplexu Cdk1 (starší název cdc2) 
a cyklinu B. Pokud se během průchodu těmito kontrolními body nevyskytne nějaký problém 
(např. poškození DNA, nedostatek živin), členové komplexů Cdk-cyklin jsou aktivováni 
fosforylací, nebo defosforylací. Aktivovaný komplex obratem fosforyluje různé transkripční 
faktory, které ve finále vedou k syntéze proteinů (enzymy, komponenty cytoskeletu, další Cdk 
a cykliny) nutných pro zdařilý průběh celého buněčného cyklu. Aktivita komplexu Cdk-cyklin 
je následně ukončena proteolytickou degradací.  
V současnosti je popsáno několik mechanismů, které regulují aktivitu komplexu 
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Cdk/cyklin v průběhu buněčného cyklu. Prvním mechanismem je regulace exprese, kdy 
například exprese cyklinu typu D je regulována přítomností, nebo absencí mitogenních 
růstových faktorů (Matsushime et al. 1991). Za druhé, v opaku k regulaci syntézy cyklinů, 
existuje aktivní regulace jejich degradace pomocí označení cyklinu ubikvitinem a následné 
degradace v proteasomu (Peters 1998). Cdk/cyklin komplex musí být aktivován Cdk – 
aktivační kinasou, která fosforyluje Thr zbytek na molekule Cdk (Fisher et al. 1994). Naopak 
některé aminokyselinové zbytky v molekule Cdk musí být defosforylovány. Tento proces je 
zajišťován jednak inhibicí určitých kinas (Wee1/Myt1) a aktivací fosfatas (známé jako Cdc25 
A, B a C). Konečně, aktivita komplexu Cdk/cyklin je kontrolovaná dalšími protein-protein 
interakcemi mezi Cdk, komplexy Cdk/cyklin a proteiny známými jako inhibitory cyklin/Cdk 
(CKIs) (Morgan 1995). CKIs se rozdělují na dvě skupiny, jedna skupina zahrnuje členy 
rodiny Cip/Kip: p21WAF1/CIP1, p27KIP1, a p57KIP2, jenž se jeví jako universální inhibitory 
aktivity komplexu Cdk/cyklin. Druhou skupinu tvoří inhibiční proteiny rodiny Ink4: p16 INK4a, 
p15INK4b, p18INK4c, a p19INK4d. Tyto čtyři proteiny inhibují cyklin D asociované komplexy 
s Cdk4 a Cdk6. CKIs mohou být rovněž regulovány. Například p21WAF1/CIP1 byl identifikován 
na podkladě toho, že protein p53 může indukovat jeho expresi (El-Deiry et al. 1993, Vávrová 
a Řezáčová, 2011). Z tohoto důvodu je dnes považován za jeden z efektorů p53 – 
zprostředkované zástavy buněčného cyklu po působení genotoxického agens (El-Deiry et al. 
1994).    
 
3.3.2. Checkpoint kinasy 1 a 2 
 
Centrálními komponentami důležitými pro zástavu buněčného cyklu po působení 
genotoxických agens jsou již zmíněné ATM a ATR proteinkinasy. Gen kódující protein ATM 
je inaktivován u autosomálně recesivní nemoci Ataxia telangiectasia (A-T) (Savitsky et al. 
1995). Buňky odvozené od pacientů rpících A-T jsou defektní v iniciaci G1, S a G2 zástavy 
buněčného cyklu po působení ionizujícího záření (Kastan et al. 1992; Paules et al. 1995). 
K důležitým substrátům ATM a ATR proteinkinasy patří checkpoint kinasy.  
Checkpoint kinasy 1 a 2 (Chk1 a Chk2) jsou serin/threoninové kinasy fosforylované 
ATM a ATR proteinkinasami v odpovědí na genomové poškození. Jejich aktivace pomocí 
fosforylace vede k potlačení funkce fosfatas rodiny Cdc25. 
Chk1 je po poškození DNA fosforylovaná preferenčně ATR kinasou v odpovědi na 
RPA-povlečenou ssDNA. Chk1 kontroluje zejména intra-S a G2/M kontrolní bod buněčného 
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cyklu přes regulaci množství Cdc25 fosfatas. Klíčové komponenty patří do rodiny Cdc25 
fosfatas. Tři Cdc25 proteiny- Cdc25A, Cdc25B, Cdc25C odstraňují inhibiční fosfátové 
skupiny z Cdk. Aktivovaná Chk1 inhibuje Cdc25 fosfatasy a jejich inhibice je doprovázená 
degradací. Fosforylace a aktivace Chk1 vyžaduje intrakci vazebného partnera nazývaného 
Claspin, který zprostředkovává interakci ATR a Chk1. Po expozici UV záření ATR 
fosforyluje Chk1 na Ser317 a Ser345 regulatorní domény lokalizované na C-konci Chk1 (Liu 
et al. 2000). Fosforylace Chk1 na Ser345 se jeví jako konstitutivní, důležitá pro funkci Chk1. 
Mutace genu pro protein Chk1 vedoucí k záměně Ser345 za Ala345 nejsou slučitelné 
s životem buňky (Wilsker et al. 2008). Studie na mutantech proteinu Chk1 odhalily 
esenciální roli této kinasy v růstu a běžném fungovaní buňky. Fosforylace Chk1 hraje roli 
v její subcelulární lokalizaci. V nestresovaných buňkách větší pool proteinu Chk1 zůstává 
vázán k chromatinu. K uvolně í dojde po fosforylaci Ser317 a Ser345 ATR kinasou (Smits et 
al. 2006).  
Další homolog, Chk2, je aktivovaná posttranslačními modifikacemi pomocí 
fosforylace především ATM kinasou indukovanou DSB vznikajícími po působení 
genotoxických agens (Stracker et al. 2009). Je známo mnoho míst fosforylace Chk2, 
nejprozkoumanější je Thr68. V zástavě buněčného cyklu se uplatňuje inhibice funkce 
fosfatasy Cdc25C (ale i dalších fosfatas rodiny Cdc25) pomocí její fosforylace. Cdc25C může 
být fosforylovaná na několika místech, na Ser216 (Forkhead-associated domény-FHA) nebo 
na Thr48, Thr67, Thr130, Ser 122 a Ser214 na N-konci (SCD domény) (Matsuoka et al. 1998, 
Bonnet et al. 2008). Serin 216, jenž se jeví jako hlavní regulační místo, je fosforylován 
především Chk2, ale samozřejmě i Chk1. Zatímco fosforylace Ser216 aktivitu fosfatasy 
snižuje, N-terminální fosforylace aktivitu zvyšují. Serin 216 fosfatasy Cdc25C je regulační 
místo, které po fosforylaci určuje lokalizaci proteinu v buňce. Vazba Cdc25C na 14-3-3 vede 
k aktivnímu exportu fosfatasy z jádra, resp. inhibici importu do jádra (Kumagai et al. 1998), 
dále vede k její degradaci v cytoplasmě za potlačení defosforylace a aktivace Cdk1 (Weinert 
1997).  
 
3.4. Poškozením DNA indukovaná apoptóza 
 
Poškozením jaderné DNA je přednostně aktivovaná vnitřní, neboli mitochondriální 
cesta apoptózy. Celá řada faktorů nezávislých na receptorech smrti může spustit apoptózu 
vnitřní cestou, např. ionizující záření, UV záření, cytostatika, reaktivní formy kyslíku a 
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dusíku, viry, bakterie, změny metabolismu. Tedy všechny faktory působící na buňku 
potenciálně genotoxicky. Indukce apoptózy v důsledku ozáření buněk byla in vitro potvrzena 
v řadě studií, byl prokázán dávkově závislý nárůst apoptotické frakce buněk u různých typů 
buněčných linií (Vávrová et al. 2001, 2004, Mareková et al. 2003a, b) i lidských periferních 
lymfocytů (Vilasová at al. 2008).  
  Faktory zejména jako ionizující záření, UV záření, cytostatika, ROS musí 
samozřejmě působit v přiměřené dávce, jinak dojde upřednostnění buněčné nekrózy. Nekróza 
v kontrastu s apoptózou je označována jako nekontrolovaný, pasivní proces, na ATP nezávislý 
(Kaufmann et al. 2000).  
Vnitřní a vnější (receptorová) cesty aktivace apoptózy se do jisté míry překrývají. To 
platí zejména pro děje v nižších patrech signální kaskády, jde o aktivaci prokaspasy-3 na 
aktivní kaspasu-3. Aktivní kaspasa-3 představuje hlavní exekuční kaspasu zodpovědnou za 
vlastní apoptotický proces. Kaspasy představují početnou rodinu (12 lidských) cysteinových 
proteas. V buňce se vyskytují jako zymogeny, které po své aktivaci z  částečné proteolýzy na 
specifických aspartátových reziduích štěpí další strukturní a funkční proteiny buňky. Více než 
500 proteinů buňky je podrobeno různě rozsáhlému štěpení kaspasami během probíhající 
apoptózy (Fischer et al. 2003). Kaspasy se dělí podle funkce na kaspasy iniciátorové (kaspasa-
2, -8, -9,-10) a kaspasy exekuční (kaspasa -3, -6, -7). Iniciátorovou kaspasou vnitřní cesty je 
kaspasa-9, exekučními kaspasami především kaspasa-3 a -6. Rozštěpení specifických 
substrátů exekučními kaspasami přispívá k charakteristickým morfologickým znakům 
apoptózy (Budihardjo et al. 1999). Jedná se o štěpení molekuly jaderné DNA, s následnou 
fragmentací jádra, degradací jaderných a cytoskeletárních proteinů a vytvořením 
apoptotických tělísek.  
Například kaspasa-3 štěpí inhibitor nukleas ICAD (inhibitor of caspase activa ed 
deoxyribonuclease), což umožní následné štěpení DNA v internukleosomálních sekvencích 
konstitutivně exprimovaným jaderným enzymem CAD (caspase-activated DNAse) (Enari et 
al. 1998). Navíc kaspasa-3 aktivuje mnoho proteinkinas odštěpením jejich inhibičních domén 
za vzrůstu jejich aktivity (Earnshaw et al. 1999). Takto aktivovaná proteinkinasa Cδ aktivuje 
PLSCR (phospholipid scramblase), která katalyzuje transfer fosfatidylserinu na povrch 
plazmatické membrány (Frasch et al. 2000).  
V plazmatické membráně živých nepoškozených buněk jsou fosfolipidy asymetricky 
rozmístěny mezi vnějším a vnitřním povrchem lipidové dvojvrstvy. Cholin obsahující 
fosfolipidy - fosfatidylcholin a sfingomyelin, jsou lokalizovány na povrchu lipidové 
dvojvrstvy, tj. orientovány do mimobuněčného prostoru. Fosfatidylserin, fosfatidylinositol a 
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fosfatidylethanolamin jsou lokalizovány uvnitř, j. směrem do cytosolu (Schroit et al. 1991). 
Externalizace fosfatidylserinu na povrchu plazmatické membrány je považována za znak 
časné apoptózy (Fadok et al. 1992). Přesun fosfatidylserinu na vnější stranu buněčné 
membrány úzce souvisí s ději podílejícími se na odstraňování buněk apoptotických, 
přestárlých a senescentních in vivo činností monocyto-makrofágového systému (Chancerelle 
et al. 1994). Stanovení  fosfatidylserinu je možno použít k detekci indukce apoptózy pomocí 
vazby Annexinu V (Andree et al. 1990).    
Vnitřní cesta apoptózy je aktivovaná fosforylací proteinu p53 a vzestupem 
proapoptotických členů rodiny Bcl-2. Tumor supresor p53 hraje klíčovou roli v regulaci 
proteinů rodiny Bcl-2, avšak celý mechanismus této regulace dosud není jednoznačně 
objasněn. Rodina proteinů Bcl-2 kontroluje permeabilitu mitochondriální membrány, bylo 
identifikováno více jak 20 členů a dělí se do tří skupin na základě funkčních a strukturních 
kriterií. Skupinu I představují antiapoptotické Bcl-2-like faktory přežití: Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, 
Mcl-1, A1/Bfl1, Boo/Diva, Nrf3, a Bcl-B. Všeobecně obsahují 4 krátké BH domény: BH1-
BH4, a většina obsahuje C-koncovou transmembránovou doménu, která je zaměřuje na 
cytoplasmatický povrch rozličných intracelulárních membrán včetně mitochondrií a 
endoplazmatického retikula. Skupina II zahrnuje proa optotické Bax-like faktory smrti: Bax, 
Bak, a Bok/Mtd, které postrádají N-koncovou doménu BH4, ale obsahují ostatní BH domény. 
Skupinu III tvoří proapoptotické BH3-onlies, mají jen doménu BH3: Bid, Bad, Bik, Bim, Blk, 
Bmf, Hrk, Bnip3, Nix, Noxa, Puma, a Bcl-G. 
Současné poznatky naznačují, že členové skupiny II, rodiny Bcl-2, především Bax a 
Bak přímo zprostředkovávají uvolnění cytochromu c z intermembránového prostoru 
mitochondrií, a tak spouštějí efektorovou fázi apoptózy (Cory et al. 2003). Bax se za běžných 
okolností nachází v cytoplasmě nebo slabě navázán na povrchu mitochondrií zdravých buněk 
(Wolter et al. 1997). Po expozici buněk apoptotickým stimulům dojde k jeho vmezeř ní do 
vnější mitochondriální membrány na cytosolové straně mitochondrií. Bak, který je za 
fyziologických podmínek lokalizován na vnější mitochondriální membráně, je podroben 
konformačním změnám, jež vedou k jeho zanoření do vnější cytosolové mitochondriální 
membrány (Griffiths et al. 1999).  
Zanoření Bax a Bak do vnější mitochondriální membrány je regulováno III skupinou 
proteinů rodiny Bcl-2, BH3-onlies (Kuwana et al. 2005). Polypeptidy III skupiny Bcl-2 
působí jako kontroloři apoptotické signalizace a detekují rozdílné typy stresu, na které 
adekvátně reagují. Například Noxa a Puma jsou syntetizovány v p53-závislém s ěru 
v odpovědi na poškození DNA genotoxickým stresem (Oda et al. 2000). Overexprese genu 
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pro Puma in vitro je doprovázená zvýšenou expresí Bax následovanou uvolněním cytochromu 
c z mitochondrií a snížením mitochondriálního potenciálu (Liu et al. 2003). Naopak Noxa se 
na mitochondriální membráně lokalizuje s antiapoptotickými členy rodiny Bcl-2, dojde 
k zábraně jejich funkce, což potenciálně výustí až v aktivaci kaspasy-9 (Oda et al. 2000).       
Aktivita polypeptidů III skupiny rodiny Bcl-2 je inhibována vazbou s polypeptidy 
skupiny I rodiny Bcl-2, čímž dojde potenciálně k inhibici uvolnění cytochromu c (a dalších 
apoptotických faktorů) z mitochondrií (Yang et al. 1997). Členové skupiny I, Bcl-xL a Bcl-w 
se váží ke všem testovaným polypeptidům BH3-onlies, vyjímaje Noxa, již od nanomolárních 
koncentrací. Ostatní členové jako Mcl-1 a A1 vážou Puma, Noxa, Bim s ještě vyšší afinitou 
(Cuconati et al. 2003).  
Exprese a aktivita členů skupiny I je přísně regulována. Antiapoptotické Bcl-2, Bcl-xL 
a Mcl-1 jsou aktivovány mitogeny-aktivovanými protein (MAP) kinasami (Milella et al. 
2001). Navíc aktivita skupiny I je regulována posttranslační modifikací pomocí fosforylace. 
Bcl-2 je fosforylován na Ser70 pomocí ERK (extracellular signal-regulated kinase) (Deng et 
al. 2000), a dalších skupinách (Deng et al. 2004). Podobně ERK-závisle je fosforylován a 
stabilizován i Mcl-1 ze III skupiny (Domina et al. 2000). Tyto výsledky poskytují alespoň 
částečné vysvětlení pro antiapoptotický efekt aktivace MAP kinas (Dent et al. 2001).   
Proapoptotické a antiapoptotické proteiny rodiny Bcl-2 se setkávají na povrchu 
mitochondrií, kde regulují uvolně í cytochromu c. Shrňme nyní, jak se navzájem ovlivňuji 
jednotliví členové rodiny Bcl-2. Skupina II členů rodiny Bcl-2 se vyznačuje přímou 
apoptotickou funkcí. Vmezeř ní Bax a/a nebo Bak do vnější mitochondriální membrány je 
přímo zodpovědné za uvolnění cytochromu c a dalších proapoptotických polypeptidů z 
intermembránového prostoru mitochondrií. První podskupina členů skupiny III BH3-onlies- 
Bim a Bid je zodpovědná za konformační a zároveň aktivační změny II skupiny členů rodiny 
Bcl-2 (Bax a Bak) vedoucí k permeabilizaci vnější mitochondriální membrány. Druhá skupina 
BH3-onlies polypeptidů zahrnující Puma, Bmf a Bad ovlivňují Bax a/a nebo Bak-
indukovanou permeabilizaci vnější mitochondriální membrány nepřímo tím, že neutralizují 
funkci antiapoptických členů rodiny Bcl-2 (Chen et al.2005). Dále člen III. skupiny-Bad je 
schopný tvořit heterodimery s Bcl-2 a Bcl-xL, a tak neutralizovat jejich protektivní efekt a 
následně vyvolávat buněčnou smrt (Yang et al. 1995). 
 Cytochrom c spolu s Apaf-1 za aktivace prokaspasy-9 na kaspasu-9 vytváří komplex 
nazývaný apoptosom. Kaspasa-9 aktivuje exekuční kaspasy (především kaspasu-3) a dojde 
k vlastnímu apoptotickému procesu (Hill et al. 2004). V průběhu apoptózy jsou 
z mitochondrií uvolňovány tucty dalších proteinů (Ekert et al. 2005). Jmenujme zde Smac/ 
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DIABLO (direct IAP-binding protein with low pI), Omi/ HtRA2, AIF (apoptosis-inducing 
factor), endonukleasu G a CAD (caspase-activated DNase). Smac/DIABLO a Omi/ HtRA2 
figurují jako antagonisté inhibitorů apoptózy IAP (IAP1 a IAP2), jejichž funkcí je inhibice 
aktivovaných kaspas (Verhagen et al. 2000). Endonukleasa G způsobuje CAD-nezávislé 
štěpení DNA v internukleosomálních sekvencích. Deoxyribonukleová kyselina je nejčastěji 
štěpená v místě navázání chromatinové smyčky na nukleární matrix, což vede k vzniku 
oligonukleosomálních fragmentů (Li et al. 2001). Ke štěpení DNA na fragmenty o velikosti 
300-50 kb dále přispívá translokace AIF do jádra (Joza et al. 2001). AIF a endonukleasa G 
fungují na kaspasách nezávisle. Dalším mitochondriálním faktorem štěpícím DNA na 
oligonukleosomální fragmenty je kaspasou-3 aktivovaná CAD (Enari et al. 1998). Na štěpení 
DNA se dále podílí Ca2+ a Mg2+-závislé endonukleasy (Bortner et al. 1995).  
Nízkomolekulární fragmenty DNA vzniklé v průběhu apoptózy je možné po 
permeabilizaci buněčné membrány z buňky extrahovat vysokomolekulárním hypotonickým 
citrát-fosfátovým pufrem. Buňky jsou nejprve permeabilizovány vodnými roztoky ethanolu, 
methanolu, nebo acetonu. Následně dojde k jejich obarvení pomocí fluorochromů 
specifických k DNA, jako je například propidium jodid. Buňky apoptotické, u kterých došlo 
k vyplavení malých fragmentů DNA vzniklých následkem štěpení nukleasami, jsou ochuzeny 
o jisté kvantum DNA, tudíž mají nižší obsah DNA, než buňky ve fázi G1, díky čemuž mají 
nižší intenzitu fluorescence v porovnání s buňkami ve fázi G1. Apoptotické buňky 
analyzované na průtokovém cytometru tvoří  vrchol, označován jako sub G1, nebo tzv. 
hypodiploidní peak (Darzynkiewicz et al. 1997).  
 
3.5. Stresem indukovaná předčasná senescence 
 
Alternativním typem (k apoptóze nebo reverzibilní zástavě buněčného cyklu během 
opravy poškozené DNA) odpovědi některých druhů buněk na genotoxický stres je vstup do 
stavu stresem indukované senescence (SIS), označ vané také jako stresem indukovaná 
předčasná senescence (SIPS). Na vyvolání předčasné senescence u predisponovaných buněk 
se podílí řada faktorů. Přímé poškození DNA účinkem například ionizujícího záření (vznik 
DSB), poškození struktury chromatinu, oxidační stres, zvýšená onkogenní aktivita 
(DiLeonardo et al. 1994). Buněčná senescence se může rozvinout i z jiných příčin než 
působením genotoxického stresu. Neschopnost DNA polymerasy replikovat v somatických 
buňkách konce chromozomů (telomery) v podobě opakujících se sekvencí nukleotidů 
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(TTAGGG u obratlovců) během neustálé probíhajícího dělení buňky vede k rozvoji replikační 
senescence (Harley et al. 1990). Onkogeny indukovaná bu ěčná senescence zase př dstavuje 
alternativní tumor supresorový mechanismus zabraňující propagaci časně neoplastických 
buněk v organismu (Serrano et al. 1997). Někteří autoři ještě rozlišují léky-indukovanou 
pseudo-senescenci, tzv. drug-induced pseudo-senescenc  (DIPS) po působení inhibitorů 
topoisomerasy II doxorubicini a daunorubicinu (Mansilla et al.2003). Senescentní buňky 
vykazují nezávisle na mechanismu, který senescenci vyvolal, některé charakteristické 
biochemické a morfologické rysy. Buňky zůstávají živé, metabolicky aktivní po mnoho týdnů, 
nedělí se, dojde k permanentní a nevratné zástavě buněčného cyklu. Fenotyp senescentních 
buněk zahrnuje změny v morfologii buňky, buňky jsou větší, dojde k jejich tvarovému 
zploštění a vzrůstu granularity cytoplasmy. Dochází ke změnám ve struktuře chromatinu, 
následované změnami ve složení exprimovaných genů, buňky ztrácí schopnost reagovat na 
mitogenní stimuly, zvýší se biogeneze mitochondrií a lysozomů, vzroste exprese β-
galaktosidasy. Detekce aktivity β-galaktosidasy při pH 6 je užívána ke stanovení 
senescentních buněk (Dimri et al. 1995).  
Aktivace SIPS po poškození DNA je doprovázená vzestupem exprese inhibitorů 
cyklin-dependentních kinas p21WAF1/CIP1, p16INK4a, p15INK4b. Cdk inhibitor p21 je důležitým 
transkripčním cílem proteinu p53 v rámci ATM kinasou-indukované signalizační kaskády. 
Z důvodu schopnosti interagovat s Cdk po aktivaci p53 je také nazýván jako CIP1 (Cdk 
interacting protein) nebo WAF1 (wild-type p53 activated factor). Cdk inhibitor p21 
přednostně potlačuje aktivitu Cdk2 a Cdk4, což je důležité pro zástavu buněčného cyklu 
v G1/S kontrolním bodě. Navíc byla popsána role p21 v zástavě buněčného cyklu v G2/M fázi 
(Niculescu et al. 1998). Suprafyziologické hladiny p21 mohou inhibovat aktivitu komplexu 
Cdk1/cyklin B in vitro (Ball et al. 1996). Cdk1 a cyklin B jsou navíc sekvstrovány 
v cytoplasmě, což reguluje jejich biodostupnost v jádře. Cyklin B je navázán v blízkosti 
jaderné membrány na CARB (CIP1-associated regulator of cyclin B1), který kontroluje jeho 
subcelulární lokalizaci. Protein CARB je zase podřízen regulatornímu vlivu p21 (McShea et 
al. 2000).  
Aktivace buněčné senescence je také doprovázená signifikantním zvýšením hladiny 
inhibitoru Cdk4 a Cdk6 proteinu p16. Protein p16 je členem signální kaskády p16-Rb protein 
(Alcorta et al. 1996). Jak je aktivovaná exprese genu kódující p16? Exprese je indukovaná 
dodnes málo definovanými typy buněč ého stresu. Může se jednat o špatně nastavené 
kultivační podmínky in vitro, nebo například oxidační stres (Parrinello et al.2003). Poškození 
DNA ve formě DSB, které stimuluje p53-závislou expresi p21, je v drtivé většině případů 
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doprovázeno expresi p16, avšak s opožděnou kinetikou oproti p21 (Stein et al. 1999). Exprese 
genu kódujícího p16  je také aktivovaná cestou MAPK a aktivovaným proto- nkogenem Ras 
u onkogeny indukované senescence. Onkogen Ras vede k akumulaci buněk v G1 fázi 
buněčného cyklu přes zvýšení hladiny proteinu p16 a p15 aktivací Raf-MEK-ERK signální 
dráhy (Lin et al. 1998, Malumbres et al. 2000). Je nutné konstatovat, že exprese proteinu p16 
představuje ireverzibilní stav senescence buňky.   
Centrální komponentou nutnou k udržení trvalé zástavy buněčného cyklu během 
aktivace buněčné senescence je Rb protein. Fosforylací (hyperfosforylací) proteinu pRb 
(produkt genu retinoblastoma) dojde k uvolnění transkripčního faktoru E2F, který byl předtím 
vázán k pRb. E2F aktivuje transkripci genů potřebných pro replikaci DNA (Resnitzky et al. 
1995, Knudsen et al.1997) Naopak nefosforylovaný (hypofosforylovaný), aktivní Rb protein 
váže E2F faktor, a tím brání jeho vazbě na DNA a funkci. Protein p21 inhibuje různé 
komplexy cyklin/cyklin-dependentních kinas (Cdk) (cyklin D-Cdk4/6 a Cyklin A, E-Cdk2), 
zodpovědné za fosforylaci pRb, hypofosforylovaný pRb tak zabraňuje uvolnění S fázi-
aktivujícího transkripčního faktoru E2F. Jiná rodina Cdk inhibitorů, p15 a p16, specificky 
inhibují komplexy cyklinů D-Cdks (Cdk4 a Cdk6) (Brehm et al. 1998).  
Jak již bylo naznačeno, typickým znakem senescence je neschopnost buněk průchodu 
buněčným cyklem. Senescentní buňky jsou zastaveny v růstu, neproliferují, a tento stav nelze 
zvrátit mitogeny. V jaké fázi buněčného cyklu jsou buňky akumulovány? To silně závisí na 
typu a genetické výbavě buněk, v případě SIPS také na druhu a síle působícího genotoxického 
agens. Většina senescentních fibroblastů myšího původu se akumuluje v G1 fázi buněčného 
cyklu (zástava v G1-fázi buněčného cyklu platí zejména pro replikační senescenci), avšak 
defekt stres-signalní kinasy MKK7 způsobí akumulaci buněk v G2/M fázi (Wada et al. 2004). 
Nádorové buňky vystavené působení genotoxických agens používaných v protinádorové 
terapii vstupují do senescence za akumulace v S, nebo G2/M fázi buněčného cyklu (Campisi 
et al. 2007).  
Jedním z prvních a zároveň dnes stále nejčastěji používaným markerem k identifikaci 
senescentních buněk je stanovení β-galaktosidasy spojené se senescencí (SA-β-gal) 
detekované při pH 6. Aktivita β-galaktosidasy stanovovaná při H 6 je specifická jen pro 
senescentní buňky, nelze ji prokázat u zdravých presenescentních buněk, v buňkách 
imortalizovaných, klidových, nebo přirozeně diferenciovaných (Dimri et al. 1995). Ačkoliv 
kyselou lysozomální β-galaktosidasu (EC 3.2.1.23) je možné prokázat v mnoha typech 
savčích buněk, má pH optimum 4,0-4,5 blízké přirozenému milieu lysozomů, při pH 6 není 
její aktivita detekovatelná (van der Loo et al.1998). Na druhou stranu, dodnes není uspokojivě 
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vysvětleno, zda SA-β-gal představuje specifický enzym exprimovaný jen u buněk 
senescentních, nebo zda jde o tak markantně zvýšenou aktivitu klasické β-galaktosidasy, že 
jsme schopni detekovat pozitivitu i přes pro tento enzym sub-optimální pH. K detekci SA-β-
gal se většinou používá chromogenní substrát, detekce se provádí na sklíčku a k fixaci se 
používá mimo formaldehydu a glutaraldehydu teplo (inkubace s chromogenním substrátem 
při 37° C přes noc) (Dimri et al. 1995). Nejedná se tedy o nativ í preparát. Modernější 
metodou je stanovení SA-β-gal pomocí lipofilního fluorogenního substrátu, který se štěpí 
aktivitou β-galaktosidasy za vzniku fluoreskujícího produktu neschopného opustit 
kompartment zrodu. Výhodou této metody je, že detekce se provádí u živých buněk in situ, 
použitím fluoroforu je nezřídka dosaženo i vyšší citlivosti (Debacq-Chainiaux et al. 2009). 
 
3.6. Vanadocen dichlorid 
 
Metalloceny je název pro η-cyklopentadienylové komplexy s obecnou strukturou (η5-
C5H5)2ML2, kde M představuje centrální atom kovu a L acidoligand. Vanadocen dichlorid 
(dichloro-bis(η5-2,4-cyklopentadien-1-yl) vanad; zkratka VDC, obr. 3) je sloučenina ze 
skupiny metallocenů, konkrétně metallocendihalogenidů skládající se ze dvou 
cyklopentadienových aromatických kruhů mezi nimiž je koordinován čtyřmocný (+IV) vanad 
pentahaptickou (η5-) vazbou. Vanad je zde kovalentně spojen se dvěma chloridovými ligandy. 
Vanadocen dichlorid a další strukturně podobné metalloceny jsou v dnešní době intenzivně 
studovány pro potenciální cytostatické a kancerostatické účinky. Cytotoxický efekt vanadocen 
dichloridu byl prokázán na řadě nádorových buněčných linií (Dong et al. 2000, Ghosh et al. 
2000). V předchozí práci prováděné na Ústavu lékařské biochemie LF UK v Hradci Králové 
byl cytotoxický účinek vanadocen dichloridu potvrzen i u buněč é linie HL-60 s IC50 = 150 ± 
30 µmol.l-1 (Doležalová 2009). Samotný mechanismus cytotoxického účinku vanadocen 
dichloridu však stálé není zcela znám a jednotlivé závěry jsou často protichůdné. V literatuře 
byla popsána inhibice syntézy DNA působením vanadocen dichloridu (Köpf-Maier 1994), 
vazba vanadocen dichloridu na proteinkinasu C a topois merasu II (Harding et al. 2000), nebo 




Obr. 3. Vanadocen dichlorid 
 




V experimentech na zvířatech byly použity samice potkana kmene Wistar kvality SPF 
(specific pathogen-free), (Velaz, Česká republika), o hmotnosti 210 – 250 g. Potkani byli 
chováni v klimatizovaných místnostech s řízenou teplotou a vlhkostí vzduchu. Cykly světla a 
tmy se pravidelně střídaly vždy po 12 h. Standardní laboratorní dieta byl  potkanům dostupná 
ad libitum. Veškeré pokusy prováděné na potkanech byly schváleny Komisí pro laboratorní 
zvířata FVZ UO v Hradci Králové. Každá experimentální skupina zahrnovala 6-9 zvířat.    
            
4.2. Buněčné kultury a kultiva ční podmínky 
 
Lidské buňky promyelocytární leukemie HL-60 a T-lymfocytární leukemie MOLT-4 
byly získány z evropské sbírky buněč ých kultur (European collection of animal cell cultures, 
Velká Británie). Buňky HL-60 a MOLT-4 byly kultivovány v Iskově modifikaci Dulbeccova 
media, IMDM (Sigma-Aldrich, USA) s přídavkem 20 % fetálního telecího séra, 2 mM L-
glutaminu, 100 UI/ml penicilinu a 100 µg/ml streptomycinu (vše od Sigma-Aldrich, USA). 
Buňky byly kultivovány ve vlhčeném inkubátoru při 37º C a v kontrolované 5% CO2 
atmosféře. Pasážování buněk bylo prováděno pravidelně, vždy každé dva až tři dny ředěním 
na koncentraci 2 x 105 buněk/ml media. Buňky byly počítány v Türkově roztoku s použitím 
Bürkerovy komůrky (hemocytometru); integrita buněčné membrány byla sledována pomocí 
barvení trypanovou modří. Ve všech experimentech byly použity buňky, které prošly 
pasážemi maximálně dvacetkrát. 
Lidské nebo potkaní lymfocyty použité v experimentech byly izolovány z periferní 
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heparinizované krve pomocí pří ravku Histopaque-1077 (Sigma Aldrich, USA) přesně dle 
instrukcí návodu výrobce. Zbylé erytrocyty v peletě buněk byly lyzovány pomocí EasyLyse 
TM (Dako Cytomation, Německo) dle instrukcí návodu výrobce. Lidské lymfocyty byly 
kultivovány během experimentů v Iskově modifikaci Dulbeccova media, IMDM (Sigma-
Aldrich, USA) s přídavkem 20 % fetálního telecího séra, 2 mM L-glutaminu, 100 UI/ml 
penicilinu a 100 µg/ml streptomycinu (vše od Sigma-Aldrich, USA). Lidské lymfocyty byly 
kultivovány ve vlhčeném inkubátoru při 37º C a v kontrolované 5% CO2 atmosféře. Podle 
standardů Etické komise Lékařské fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Králové dali dárci 
krve informovaný souhlas s odběrem biologického materiálu k experimentálním účelům. 
Mesenchymální kmenové buňky (MKB) byly izolovány z kostní dřeně (MKB KD), 
periodontálního ligamenta (KBPL) a zubní pulpy (KBZP) kolektivem Ústavu histologie a 
embryologie LF UK v Hradci Králové. Kmenové buňky byly charakterizovány s ohledem na 
své biologické vlastnosti, proliferační a diferenciační potenciál, fenotyp, karyotyp s cílem co 
nejlépe definovat a optimalizovat kultivační podmínky nutné pro udržení cytogeneticky 
stabilní, nedegenerované a nediferenciované buněčné linie. Všechny kmenové buňky 
studované v rámci zde uváděných experimentů byly připraveny v požadovaném množství 
pracovníky Ústavu histologie a embryologie LF UK v Hradci Králové dle standardních 
operačních postupů laboratoře tkáňových kultur ústavu.     
Kostní dřeň (KD) byla získána od 4 pacientů (2 ženy a 2 muži, zdraví dárci, průměrný 
věk 46 let) podstupujících náhradu kyčelního kloubu. Deset mililitrů kostní dřeně bylo od 
dárců aspirováno, zředěno PBS (Invitrogen, USA) v poměru 1:1 a následně transportováno do 
laboratoře tkáňových kultur. Mononukleární buňky kostní dřeně byly izolovány pomocí 
přípravku Ficoll-Paque. Buňky byly dále purifikovány na základě svých schopností 
adherovat, výsledná populace buněk byla ochuzena o CD45+ a glykoforin A+ buňky použitím 
mikromagnetických kuliček (Miltenyi Biotec, USA) podle instrukcí v návodu výrobce 
(Soukup et al. 2006). 
KBPL byly izolovány z třetích molárů získaných od zdravých dárců (2 ženy a 1 muž, 
průměrný věk dárců byl 19 let). Třetí moláry byly extrahovány z ortodontických důvodů, 
nebo pro zdravotní problémy, které vyvolávaly pacientům. Extrahované periodontální 
ligamentum bylo ze zubu separováno, promyto PBS a pak podrobeno disociaci působením 
kolagenasy (Sevapharma, Česká republika) a dispasy (Invitrogen, USA) po dobu 70 min. Po 
následné centrifugaci (600 G, 5 min) byla získána peleta buněk. 
KBZP byly izolovány z třetích molárů od zdravých dárců (3 ženy a 1 muž, průměrný 
věk dárců byl 19 let). Zubní pulpa byla separována z třetího moláru ve sterilním prostředí a 
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rovněž za sterilních podmínek transportována do laboratoře káňových kultur. Zubní pulpa 
byla ze zubu extrahována a následně podrobena disociaci působením kolagenasy 
(Sevapharma, Česká republika) a dispasy (Invitrogen, USA) po dobu 70 min. Po následné 
centrifugaci (600 G, 5 min) byla získána peleta buněk. KBZP byly selektovány na základně 
pozitivity pro CD29, CD44, CD90 a HLA I (Suchánek et al. 2007, 2009).  
Podle standardů Etické komise Lékařské fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Králové 
dali dárci, případně jejich zákonní zástupci informovaný souhlas s odběrem biologického 
materiálu k experimentálním účelům.    
MKB KD, KBPL a KBZP byly kultivovány v 5% atmosféře CO2 při 37° C v mediu 
pro lidské mesenchymální kmenové buňky (Soukup et al. 2006) složeném z alfa-MEM 
(Invitrogen, USA) s nízkým 2% obsahem fetálního telecího séra (PAA, USA), s obsahem 10 
ng/ml epidermálního růstového faktoru (PeproTech,USA), 10ng/ml platelet-drived growth 
factoru (PeproTech), kyseliny L-askorbové (Sigma-Aldrich, USA), 2% L-glutaminu 
(Invitrogen, USA), ATB penicilin/streptomycin (Invitrogen, USA) a gentamycin (Invitrogen, 
USA), dexamethason (Sigma-Aldrich, USA). MKB KD a KBPL byly nejprve kultivovány 
v primokultuře po dobu 5-7 dnů (KBZP 3-5 dnů) v kultivačních lahvích Cell+ surface® 
(Sarstedt, USA). Neadherentní buňky a zbytky nedisociovaných tkání byly 24 h od inokulace 
buněk odmyty pomocí PBS. Po následné kultivaci byly v těch o lahvích selektovány malé 
kolonie kmenových buněk, pomocí roztoku trypsin-EDTA (Sigma-Aldrich, USA) disociovány 
a již v homogenní suspenzi KB nasazeny do běžných kultivačních lahví (TPP, Švýcarsko nebo 
NUNC, Dánsko). Každá z následujících pasáží byla provedena při dosažení 70% konfluence. 
Kontrola kvality se zakládala na imunofenotypizaci (CD45, CD29, CD44, CD73, CD90, 
CD166) každou 1., 3., 7. a 11. pasáž. Morfologie a viabilita byla testována každou pasáž, 
karyotyp byl kontrolován 5. a 10. pasáž a délka telom r každou 0., 2., 5., 7. a 10. pasáž. 
Během kultivace nebyly pozorovány žádné významné změny sledovaných parametrů. 
V experimentech byly vždy použity jen časné pasáže (MKB KD a KBPL 3 - 6, KBZP 5 - 7). 
Buňky byly nasazeny v množství 4 500 buněk/cm2 a po dosažení konfluence 50 - 60 % byly 





Exponenciálně rostoucí buňky v suspenzi o koncentraci 2 x 105 buněk/ml, kultury 
adherentních subkonfluentních (konfluence 50 – 60 %) proliferujících buněk tvořících 
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monolayer v denzitě 10 000 buněk/cm2 byly v kultivačních lahvích, zkumavkách nebo Petriho 
miskách (TPP, Švýcarsko nebo Nunc, Dánsko) ozářeny při pokojové teplotě s použitím gama 
zářiče 60Co (Chirana, Česká Republika) dávkovým příkonem 1 Gy/min, ve vzdálenosti 1 m od 
zdroje. Po ozáření byly lahve s buňkami umístěny do inkubátoru při 37° C se zvýšeným 5% 
obsahem CO2. V různých časech od ozáření byly odebrány příslušné alikvotní části buněk v 
suspenzi, případně buňky uvolněny od kultivačního povrchu odstraně ím media, 
dvojmocných iontů a působením proteas, trypsin-EDTA (Sigma-Aldrich, USA) nebo Accutase 
(směs proteolytických a kolagenolytických enzymů, PAA, Rakousko).  
Samice potkana kmene Wistar byly ozářeny celotělově (0,5-10 Gy) nebo lokálně na 
oblast plic (5-30 Gy). K celotělovému ozáření byl použit kobaltový gama zářič - 60Co 
(Chirana, Česká Republika) s dávkovým příkonem 0,5-1 Gy/min ve vzdálenosti 1 m od 
zdroje. K provedení celotělového ozáření bylo použito kulatého boxu z plexiskla, kde 
můžeme ozařovat 10 zvířat najednou bez anestézie.  
Lokálně ozařovaná zvířata byla ozařována v lehké anestézii i.m. (Narkamon 10 mg/kg 
a Rometar 1,2 mg/kg, Bioveta, Česká republika), upoutaná na prkénko (po jednom) z 0,5 m 
dávkovým příkonem 2,5-4 Gy/min pomocí 60Co (Chirana, Česká Republika) gama zářiče. 
Lokální ozáření široké v průměru 3 cm bylo provedeno na hrudníku v oblasti plic. Ostatní 
partie těla zvířete byly kryty 10 cm silnou vrstvou olova, což zredukovalo dopadající dávku 
záření na zhruba 2-3 % dávky obdržené na hrudník bez krytí (Österreicher et al. 2004). 
S kontrolními zvířaty bylo zacházeno stejně, ale nebyly ozářeny.   
 
4.4. Cytostatika a inhibitory 
 
V experimentech s cytostatiky in vitro byly použity zásobní roztoky vanadocen 
dichloridu - (dichloro-bis(η5-2,4-cyklopentadien-1-yl) vanad, cisplatiny (Sigma Aldrich, 
USA), mitoxantronu (Sigma Aldrich, USA), inhibitoru ATM kinasy KU55933 (Merck, 
Německo), kofeinu (Sigma Aldrich, USA), inhibitoru MEK1/2 kinas U0126 (Merck, 
Německo). Jako rozpouštědlo bylo použito příslušné kultivační médium (Sigma-Aldrich, 
USA) bez séra, aqua pro injectione, nebo dimethylsulfoxid (DMSO). Zásobní roztok 
inhibitoru KU55933 byl dodán již rozpuštěn v DMSO v koncentraci 10 mmol.l-1, ostatní 
agens bylo potřeba rozpustit. Zásobní roztoky cytostatik a inhibitorů byly připraveny vždy 
čerstvé před jejich použitím v experimentech. Vanadocen dichlorid 2,5 mmol.l-1v mediu, 
cisplatina 5 mmol.l-1 v mediu, mitoxantron 1 mmol.l-1 v aqua pro injectione, kofein 2 mmol.l-1 
v mediu, U0126 10 mmol.l-1 v DMSO. Vanadocen dichlorid byl získán od doc. Ing. Jaromíra 
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Vinklárka, Ph.D., Univerzita Pardubice, Fakulta chemicko-technologická, Katedra obecné a 
anorganické chemie. Vanadocen dichlorid byl syntetizován ve farmaceutické kvalitě podle 
Wilkinson a Birmingham (Wilkinson et al.1954) a vyčištěn anaerobní extrakcí 
s dichlormethanem podle Soxhleta. Jeho čistota byla kontrolována elementární analýzou, IR, 
Ramanovou a EPR spektroskopií.  
 
4.5. Průtoková cytometrie 
 
4.5.1. Kvantifikace histonu γH2AX 
 
Ke specifickému průkazu přítomnosti dvouvláknových zlomů DNA (DSB) po 
působení genotoxických agens v jaderném genomu buňky jsme použili metodu stanovení 
fosforylované formy histonu H2AX na serinu 139 (γH2AX). Zkoumané buňky v suspenzi, 
adherentní buňky do suspenze převedené působením proteas trypsin-EDTA (Sigma-Aldrich, 
USA) nebo Accutase (směs proteolytických a kolagenolytických enzymů, PAA, Rakousko), 
periferní lymfocyty izolované z krve pomocí pří ravku Histopaque (Sigma Aldrich, USA) - 
zbylé erytrocyty byly lyzovány pomocí EasyLyse TM (Dako Cytomation, Německo) dle 
instrukcí návodu výrobce, o počtu 5x105 až 1x106, byly dvakrát promyty ledovým PBS a 
fixovány po dobu 15 minut na ledu 1% roztokem formaldehydu bez methanolu (Polysciences, 
USA) v PBS. Buňky byly dále promyty PBS a permeabilizovány pomocí 70% ethanolu, 
ethanol byl předem vychlazený na ledu. Ethanol působil na buňky minimálně po dobu 2 hodin 
až 2-3 týdnů v lednici při 4º C. V dalším kroku byl ethanol odstraněn, buňky byly opakovaně 
promyty roztokem 1% BSA + 0,2% Triton X-100 v PBS. Po centrifugaci vždy při 300 G, 
dokonalém odsátí reziduálního 1% BSA + 0,2% Triton X-100 v PBS bez porušení pelety na 
dně zkumavky byly buňky inkubovány s monoklonální myší IgG1 protilátkou anti-fosfo-
histon H2AX (pSer139)-FITC (Millipore, USA) 1 hodinu při pokojové teplotě a ve tmě. 
Následně buňky byly promyty v roztoku 1% BSA + 0,2% Triton X 100 v PBS, v roztoku 
samotného PBS a DNA byla značena roztokem propidium jodidu (PI) v přítomnosti RNasy A 
(1mg RNasa A/ml a 5 µg PI/ml roztoku, vše Sigma-Aldrich, USA) při pokojové teplotě a ve 
tmě. Intenzita zelené (FITC) a červené (PI) fluorescence byla měřena na flow cytometru za 
použití 488 nm excitatačního laseru. Průměr intenzity fluorescence histonu γH2AX-FITC byl 
hodnocen v gatu buněk pro G0/G1, S, G2 fázi buněčného cyklu nebo nezávisle na fázi 
buněčného cyklu jen pro gate studovaných buněk. V některých případech, samostatně, nebo 
paralelně se stanovením průměru intenzity imunofluorescence γH2AX-FITC bylo stanoveno 
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procento γH2AX pozitivních buněk na základně tzv. vnitřní (“programované“) tvorby histonu 
γH2AX v kontrolách (MacPhail et al. 2003). Analýza byla provedena pomocí 
vyhodnocovacího flow cytometrického softwaru Summit v4.3 (Beckman Coulter, USA).    
Při analýze nebylo potřeba používat izotypovou kontrolu, protože se hodnotilo zvýšení 
imunoflurescence nad tzv. vnitřní ("programovanou") imunoflurescenci kontrol. Kontrola i 
studované vzorky byly inkubovány s protilátkou ve st jném množství, tudíž se předpokládá, 
že příspěvek nespecifické vazby protilátky jak v kontrole, tak ve vzorku, je za daných 
podmínek shodný. Pro každou skupinu bylo kultivováno a ovlivňováno 5x105 -1x106 buněk. 
Pro stanovení γH2AX bylo na průtokovém cytometru analyzováno 5x104 buněk. K odstranění 
dubletů a vícenásobných multipletů při analýze γH2AX spolu s analýzou obsahu DNA 
průtokovou cytometrií jsme použili soubor opatření, které měly zamezit výskytu těchto 
buněčných artefaktů ve vlastním analyzovaném vzorku. Dále jsme použili gatovací analýzy 
pomocí ovládacího softwaru cytometru v průběhu vyhodnocování vzorku. Každý vzorek byl 
před vlastní analýzou filtrován 70 µm filtrem pro prevenci výskytu buněčných agregátu. 
Zbytek vyskytujících se dubletů a multipletů byl odstraněn gatovací analýzou. Při analýze 
programem Summit v4.3 (Beckman Coulter, USA) byl dle instrukcí manuálu výrobce 
softwaru vytvořen gate FSC versus šířka pulsu spolu s FSC versus SSC. Pomocí barevné 
vícenásobné gating analýzy byly vyřazeny agregáty s vysokou šířkou pulsu a barevně 
označené buňky s vysokými hodnotami FSC a SSC. Jelikož agregáty dvou a více buněčných 
jader procházejí přes paprsek laseru pomaleji, než jedno jádro G2/M buňky, mají buněčné 
agregáty větší hodnotu šířky pulsu.    
 
4.5.2. Stanovení apoptózy pomocí vazby Annexinu V a propidium jodidu 
 
Z buněk v suspenzi je nejprve v požadovaný čas odstraněno medium centrifugací, 
buňky jsou opakovaně promyty PBS a výsledná peleta zkoumaných buněk je resuspendována 
ve vazebném pufru s obsahem Ca2+ iontů (105-106 buněk/ml). Vazebný Ca2+ pufr z kitu je 
potřeba zředit 10x deionizovanou vodou a vychladit před použitím na ledu. Buňky v suspenzi 
v přítomnosti Ca2+ iontů obsažených ve vazebném pufru jsou znače y Annexinem 
V konjugovaným s fluorescein isothiokyanátem (Annexi  V-FITC) a propidium jodidem (PI) 
z APOPTESTTM-FITC kitu (DakoCytomation, Dánsko) podle instrukcí v návodu výrobce.  
Na konci značení a potřebné inkubace ve tmě a na ledu (15 minut) byla provedena analýza  
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na průtokovém cytometru. Pro každou skupinu bylo kultivováno a ovlivňováno 5x105-1x106 
buněk. Pro stanovení vazby Annexinu V a PI bylo na průtokovém cytometru analyzováno 
5x104 buněk. 
Kombinované použití Annexinu V konjugovaného s fluorochromem spolu s 
propidium jodidem dovolí rozlišit buňky živé (Annexin V a propidium jodid negativní), časně 
(Annexin V pozitivní a propidium jodid negativní) a pozdně apoptotické (Annexin V a 
propidium jodid double pozitivní). Nekróza doprovázená  prostou rupturou plazmatické 
membrány (Annexin V negativní a propidium jodid pozitivní).  
 
 
4.5.3. Analýza buněčného cyklu podle obsahu DNA 
 
Přibližně 1 x 106 buněk v buněčné suspenzi, nebo do ní převedeno působením proteas 
trypsin-EDTA (Sigma-Aldrich, USA) nebo Accutase (směs proteolytických a 
kolagenolytických enzymů, PAA, Rakousko), bylo dvakrát promyto PBS, fixováno a 
permeabilizováno v 70% ethanolu minimálně po dobu 1 h při 4º C. Po centrifugaci (300 G, 15 
min, 4º C) a odstraně í ethanolu byly buňky dvakrát promyty PBS a suspendovány v 0,5 ml 
PBS a 0,5 ml fosfátového pufru (192 ml 0,2 mmol.l-1 Na2HPO4 + 8 ml 0,1 mmol.l
-1 kyseliny 
citrónové, pH=7,8) a inkubovány 5 min při okojové teplotě pro extrakci nízkomolekulárních 
fragmentů DNA. V posledním kroku byly buňky značeny 0,5 ml Vindelova roztoku: 1ml 1 
mol Tris, pH=8, 1 mg RNasy, 100 µl Triton X-100, 60mg NaCl, 5 mg propidium jodidu 
(Sigma-Aldrich, USA) a destilovaná voda do 100 ml (Vindelov 1977) v termostatu 1 hod při 
37 ºC a po proběhlé inkubaci analyzovány na průtokovém cytometru. Propidium jodid je 
fluorescenční interkalační činidlo, které se ve stechiometrickém poměru váže na jadernou 
DNA. Intenzita fluorescence propidium jodidu odpovídá množství DNA v dané buňce. 
Výsledky flow cytometrie byly hodnoceny v programu Multicycle AV (Phoenix Flow 
Systems, USA) nebo Summit v4.3 (Beckman Coulter, USA). Pro každý vzorek bylo 
stanoveno procentuální zastoupení buněk v jednotlivých fázích buněčného cyklu, buněk 
proliferujících a/nebo buněk v sub-G1. Pro každou skupinu bylo kultivováno a ovlivňováno 
1x106 buněk. V každém vzorku bylo analyzováno minimálně 1x105 buněk. Pokud procento 
buněk v sub-G1 bylo pod 0,5 %, analyzovali jsme jen procentuální zastoupení buněk v cyklu. 
Naopak pokud procento buněk v sub-G1 bylo vyšší, analyzovali jsme procentuální zastoupení 
všech čtyř populaci, tj. sub-G1, G1, S a G2/M. K odstranění dubletů a vícenásobných 
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multipletů při analýze DNA průtokovou cytometrií jsme použili soubor opatření, které měly 
zamezit výskytu těchto buněčných artefaktů ve vlastním analyzovaném vzorku. Dále jsme 
použili gatovací analýzy pomocí ovládacího softwaru cytometru, nebo hodnotícího softwaru 
v průběhu vyhodnocování vzorku. Každý vzorek byl před vlastní analýzou filtrován 70 µm 
filtrem pro prevenci výskytu buněčných agregátů. Zbytek vyskytujících se dubletů a 
multipletů byl odstraněn gatovací analýzou. Při analýze programem Multicycle AV (Phoenix 
Flow Systems, USA) byl vytvořen histogram šířky pulsu (pulse width) signálu versus jeho 
plocha (area) pro fluorescenční signál propidium jodidu v námi analyzovaném 
fluorescenčním kanálu (FL-emise nad 560 nm, nejčastěji FL3 613/620 nm). Jelikož agregáty 
dvou a více buněčných jader procházejí přes paprsek laseru pomaleji, než jedno jádro G2/M 
buňky, gatovali jsme homogenní populaci s nízkou šířkou a plochou pulsu. Doplňkově jsme 
vyřadili buňky s vysokou FSC a SSC, které svým výskytem nepatřily do homogenní 
populace. Při analýze programem Summit v4.3 (Beckman Coulter, USA) byl dle instrukcí 
manuálu výrobce vytvořen gate FSC versus šířka pulsu, spolu s FSC versus SSC. Pomocí 
barevné vícenásobné gating analýzy byly vyřazeny agregáty s vysokou šířkou pulsu a barevně 
označené buňky s vysokými hodnotami FSC a SSC.     
  
4.5.4. Stanovení aktivity β-galaktosidasy asociované se senescencí 
 
Jedním z typických znaků senescence je zvýšená aktivita enzymu β-galaktosidasy 
spojené se senescencí (SA-β-gal; angl. senescence-associated β-galactosidase). Proliferující 
presenescentní, imortalizované, nebo quiescentní buňky produkují enzym kyselá β-D-
galaktosidasa (EC 3.2.1.23), který se vyskytuje v lysozomech a jeho pH optimum je mezi pH 
4 – 4,5, což odpovídá přirozenému pH prostředí lysozomů. Pro buňky senescentní je 
charakteristická zvýšená aktivita β-galaktosidasy detekovatelná při pH 6, tato aktivita se 
označuje jako senescence-associated a naopak není stanovitelná u buněk klidových, 
diferenciovaných, presenescentních (Dimri et al. 1995). K detekci SA-β-galaktosidasy jsme 
použili fluorogenní substrát 5-dodecanoylaminofluorescein di-β-D-galactopyranoside 
(C12FDG) (Invitrogen, USA). C12FDG je nefluorescenč í prekurzor, který se po hydrolýze 
SA-β-galaktosidasou mění na fluorofor C12-fluorescein neschopný opustit kompartment 
zrodu. Prvním krokem detekce SA-β-galaktosidasy byla indukce lysozomální alkalizace 
pomocí preinkubace buněk s bafilomycinem A1(Sigma-Aldrich, USA), inhibitorem 
lysozomální H+-ATPázy o finální koncentraci 100 nmol.l-1po dobu 1 hodiny. Po proběhlé 
inkubaci bylo přidáno 33 µl 2 mmol.l-1C12FDG pracovního roztoku na 2 ml kultivačního 
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média s obsahem bafilomycinu A1 s cílem získat finální koncentraci C12FDG přibližně 33 
µmol.l-1. Inkubace po dobu 2 hodin. V dalším kroku byl odstraněn roztok s bafilomycinem A1 
a fluorogenním substrátem C12FDG. Buňky se promyly 2 x PBS po dobu 30 s, na každé 
promytí bylo použito 2 ml PBS. Buňky se šetrně převedly do suspenze pomocí trypsinu-
EDTA (Sigma-Aldrich, USA), proběhla centrifugace při 4 °C a následně došlo k odlití media 
se sérem. Buňky jsme resuspendovali v PBS, koncentrace 5 x 105 buněk/1 ml. Intenzita 
fluorescence C12-fluorescein byla kvantifikována na FL1 kanálu (530/540 nm) detektoru 
průtokového cytometru a aktivita SA-β-galaktosidasy byla vyjádřena jako průměr intenzity 
fluorescence C12-fluorescein. Data byla někdy zobrazena ve formě logaritmu intenzity 
fluorescence C12-fluorescein (osa y) vs. side scatter SSC (osa x) (Debacq-Chainiaux et al. 
2009). 
 
4.5.5. Sledování změn optických vlastností buňky 
 
Parametry, které analyzujeme jsou f rward scatter (FSC) a side scatter (SSC). Buňky 
při analýze v průtokovém cytometru jsou unášeny proudem nosné kapaliny do měrné cely, 
kde postupně prochází paprskem laseru. Vlastnosti daného typu buňky způsobí, že na buňku 
dopadající paprsek je částečně odražen, nebo při interakci s buňkou ochuzen o jisté kvantum 
fotonů. Výsledné množství fotonů po interakci s buňkou je analyzováno fotonásobičem. FSC 
odpovídá velikosti buňky, tj. intenzita odraženého paprsku je měřena v předním úhlu 
(detektor je zařazený ve směru původního paprsku). SSC je intenzita rozptýleného světla 
měřená v pravém úhlu (detektor zařazený pod uhlem 90°), která koreluje s granularitou buňky 
a je odrazem rozmanitosti jejich intracelulárních struktůr. FSC je tedy parametr, který 




Pomocí imunofluorescenč í mikroskopie byla sledována lokalizace proteinu γH2AX 
v buňce. Buňky byly fixovány 4% čerstvě připraveným paraformaldehydem 10 min při 
pokojové teplotě, promyty v PBS, permeabilizovány 0,2% Triton X-100/v PBS 15 minut při 
pokojové teplotě a opět promyty v PBS. Před inkubací s primární protilátkou (přes noc při 4º 
C) byly buňky blokovány v 7% inaktivovaném fetálním bovinním séru s 2 % BSA po dobu 30 
min při pokojové teplotě. K detekci histonu γH2AX bylo použito myší monoklonální 
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protilátky anti-fosfo-histon H2AX (pSer139) (Millipore, USA). Sekundární protilátkou byla 
oslí anti-myší-FITC konjugovaná protilátka, nebo Cy3-konjugovaná protilátka (Jackson 
Laboratory, USA). Sekundární protilátky byly aplikovány po dobu 1 h ve tmě na jednotlivá 
sklíčka po jejich preinkubaci s 5,5% oslím sérem v PBS 30 min při pokojové teplotě. 
Nenavázána protilátka byla odstraněna opakovaným promytím v PBS (3 x 5 min). Jádra byl 
značená pomocí 4',6-diamidino-2-fenylindol dihydrochlorid (DAPI), nebo propidium jodidu.  
 Fotografie byly získány pomocí fluorescenčího mikroskopu Nikon Eclipse (Nikon, 
Japonsko). Expoziční čas a dynamika pásma kamery ve všech kanálech byla pro všechny 
fotografie srovnávané počítačovou analýzou obrazu nastavena na stejné hodnoty. Integrální 
optická denzita (IOD) jednotlivých jader byla měřena pomocí analýzy obrazu s použitím 
softwaru ImagePro 4.11 (MediaCybernetics, USA).       
 
4.7. Analýza krevního obrazu 
 
Stanovení bílého krevního obrazu bylo provedeno z periferní krve odebrané 
z myokardu jednotlivých potkanů v množství 5-7 ml pomocí automatického hematologického 




Pro stanovení aktivity SA-β galaktosidasy byl použit Senescence bata-galactosidase 
Staining Kit (Cell Signaling Technology, USA) podle pokynů výrobce.      
 
4.9. Statistická analýza 
 
Výsledky byly hodnoceny v programech MS Excel 2003 (Microsoft, USA), GraphPad 
Prism 5 biostatistics (GraphPad Software, USA), NCSS 2004 (Number Cruncher Statistical 
System, USA) nebo Statistica 7 (StatSoft, USA). Všechny statisticky hodnocené experimenty 
in vitro byly provedeny v n = 3, in vivo v n = 6-9, pokud není uvedeno jinak. Výsledky jsou 
vyjádřeny jako průměr ± směrodatná odchylka. Rozdíl na hladině p≤0,05 byl považován jako 
statisticky významný. Použité testy jsou uvedeny ve výsledkové části. V případě hodnocení 
mediánu, graf znázorňoval hodnotu mediánu ± 1. a 3. kvartil. Statistická analýza byla vždy 
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provedena, případně konzultována Ing. Jiřím Knížkem, CSc. z Ústavu lékařské biofyziky 
Lékařské fakulty UK v Hradci Králové. Reprezentativní histogramy průtokové cytometrie  
a reprezentativní mikroskopické obrázky nebyly stati icky hodnoceny. 
 
 
4.10. Přístrojové vybavení 
 
Laboratorní potkani byli chováni ve viváriu Katedry radiobiologie, Univerzity obrany, 
Fakulty vojenského zdravotnictví v Hradci Králové. Komerčně získané buněčné linie byly 
kultivovány na Ústavu lékařské biochemie. Izolaci a kultivaci buněk kmenových zajišťovala 
laboratoř tkáňových kultur Ústavu histologie a embryologie. K měření dat průtokové 
cytometrie byly použity průtokové cytometry Cell Lab Quanta (Beckman Coulter, USA), 
CyAn™ ADP (Beckman Coulter, USA) a FACSAria II (BD Biosciences, USA) umístěné na 
Ústavu lékařské biochemie a Katedře radiobiologie FVZ. Fluorescenč í mikroskop Nikon 





5.1. Fosforylace histonu H2AX na serinu 139 in vivo  
 
5.1.1. Celotělové ozáření potkanů 
 
Obrázek č. 4 znázorňuje gating strategii při stanovení γH2AX pomocí průtokové 
cytometrie. Jednu hodinu od celotěl vého ozáření potkanů (n = 6-9) dávkami v rozmezí 1-10 
Gy jsme metodou průtokové cytometrie kvantifikovali lineární dávkově závislý vzestup 
γH2AX v lymfocytech izolovaných z periferní krve potkana. Statisticky významný vzestup 
γH2AX oproti kontrole byl pozorován po dávkách 3, 5, 7,5 a 10 Gy (p≤0,05), t-test (obr. 5). 
Z histogramů průtokové cytometrie (kontrola a dávka 10 Gy) je po ozáření patrný vzestup 
intenzity imunofluorescence γH2AX-FITC (osa y) homogenně napříč celou lymfocytární 
populací (obr. 6). Vizuální detekci fosfoproteinu γH2AX v lymfocytech potkana 1 hodinu od 
celotělové ozáření jsme provedli pomocí imunofluorescenční mikroskopie. Obrázky ukazují 
dávkově závislý vzestup histonu γH2AX (zelená barva – emise FITC) vždy homogenně 
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napříč všemi zobrazenými lymfocyty pro danou dávku gama záření (obr. 7). Stanovení 
integrální optické denzity (IOD) jednotlivých jader lymfocytů měřené pomocí analýzy obrazu 
rovněž prokázalo lineárně dávkově závislý vzestup histonu γH2AX detekovaný pomocí 
imunofluorescenční mikroskopie (obr. 8). Analýza vzniku γH2AX po celotělovém ozáření 
potkanů pomocí imunofluorescenč í mikroskopie verifikovala data získaná z průtokové 
cytometrie.  
V dalších krocích jsme testovali stabilitu fosfoproteinu γH2AX s ohledem na jeho 
význam jako potenciálního analytického markeru sloužícího k retrospektivnímu odhadu 
obdržené dávky gama záření. Jednu hodinu od celotělového ozáření potkanů dávkami v 
rozmezí 1 – 10 Gy jsme odebrali periferní krev do zkumavek s heparinem. Plná nesrážlivá 
krev odebraná 1 h od celotělového ozáření byla následně uchována ex vivo po dobu 23 hodin 
na ledu při 4º C v lednici. Po uplynutí času uchování jsme z této krve izolovali lymfocyty. 
Takto uchovávané lymfocyty jsme dále fixovali, permabilizovali a značili. V jednotlivých 
vzorcích jsme kvantifikovali průměr intenzity imunofluorescence γH2AX-FITC pomocí 
průtokové cytometrie. Výsledky jsme porovnávali se stanovením průměru intenzity 
imunofluorescence γH2AX-FITC u lymfocytů z krve izolovaných, fixovaných a 
permeabilizovaných neprodleně po odběru uskutečněném 1 od ozáření. Data byla 
analyzována neparametrickým Mann-Whitney U testem a na hladině statistické významnosti 
p≤0,05 nebyl s výjimkou dávky 3 Gy pozorován statisticky významný rozdíl z pohledu kvanta 
γH2AX mezi oběma typy zacházení s analytem (obr. 9).       
 
Obr. 4. Gating strategie při analýze průměru intenzity imunofluorescence FITC 
protilátky proti H2AX fosforylovanému na Serinu 139 v lymfocytech potkana. 




Obr. 5. Flow cytometrická kvantifikace imunofluorescence γH2AX-FITC v lymfocytech 
potkana 1 h od celotělového ozáření in vivo. Lymfocyty byly izolovány z heparinizované 
periferní krve kontrolních a ozářených (1-10 Gy) potkanů 1 h od ozáření. Průměr buněčné 
fluorescence byl analyzován průtokovou cytometrií pro buňky v G0/G1 fázi buněčného cyklu. 
Graf ukazuje aritmetický průměr intenzity imunofluorescence γH2AX-FITC v závislosti na 
dávce gama záření, n = 6-9, ± směrodatná odchylka.  
 
 
   
Obr. 6. Flow cytometrická detekce přítomnosti γH2AX v lymfocytech potkanů 1 h od 
celotělového ozáření in vivo. Data z průtokové cytometrie jsou zobrazena jako dvourozměrné 
histogramy (tzv. “dot plot”) logaritmu intenzity imunofluorescence γH2AX-FITC na ose y 
versus intenzita fluorescence propidium jodidu (obsah jaderné DNA v jednotlivých fázích 
buněčného cyklu) na ose x. Obrázek je tvořen reprezentativními histogramy z 6-9 nezávisle 
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analyzovaných vzorků pro každou skupinu. Pro stanovení ionizujícím zářením indukované 
tvorby γH2AX jsme využili gatovací analýzy. Jednotlivé gaty b ly vytvořeny pomocí 
cytometrického softwaru s cílem ohraničit tzv. vnitřní (“programovanou”) tvorbu γH2AX 
v kontrolách (modré rámečky). Procento buněk spadajících do těchto gatů bylo definováno 
jako procento buněk γH2AX protein pozitivních (obsahujících protein γH2AX), mimo tyto 
gaty byly buňky posuzovány jako negativní. Uvedeny reprezentativní histogramy z 5x104 






Obr. 7. Mikroskopická vizualizace γH2AX v lymfocytech potkana 1 h od celotělového 
ozáření in vivo.  Lymfocyty byly izolovány z heparinizované periferní krve kontrolních a 
ozářených (1-10 Gy) potkanů 1 h od ozáření, fixovány a γH2AX byl detekován fosfo-epitop 
specifickou protilátkou. Obrázek ukazuje reprezentativní projekci z kontrol a ozářených (n = 
6-9) vzorků získaných pomocí fluorescenční mikroskopie. Histon γH2AX je značen FITC – 




Obr. 8. Dávková závislost vzestupu intenzity imunofluorescence γH2AX v lymfocytech 
potkana měřená pomocí softwaru pro analýzu obrazu 1 h od celotělového ozáření in 
vivo. Lymfocyty byly izolovány z heparinizované periferní krve kontrolních a ozářených (1-
10 Gy) potkanů (n = 6-9) 1 h od ozáření, fixovány a γH2AX byl detekován fosfo-epitop 
specifickou protilátkou. Graf ukazuje medián ± 1. a 3. kvartil denzity jednotlivých jader pro 







Obr. 9. Porovnání průměru intenzity imunofluorescence γH2AX v periferních 
lymfocytech izolovaných z plné krve ihned po odběru a izolovaných 23 hodin po odběru 
ze vzorků plné krve skladované na ledu při 4º C. Oba odběry periferní krve byly 
uskutečněny 1 h od celotělového ozáření. Při testování stability fosfoproteinu γH2AX jsme 
1 h od celotělového ozáření potkanů dávkami v intervalu 1-10 Gy odebrali periferní 
heparinizovanou krev. U první skupiny (plná č ra) jsme lymfocyty izolovali neprodleně po 
odběru. U druhé skupiny (přerušovaná čára) byla plná krev odebrána 1 h od celotělového 
ozáření a následně uchována po dobu 23 hodin na ledu při 4º C, a až po tomto uchování z ní 
byly izolovány lymfocyty. Data jsou ve formě průměru intenzity imunofluorescence γH2AX-
FITC v závislosti na dávce gama záření, n = 6-9, ± směrodatná odchylka. 
 
 
5.1.2.  Lokální ozáření oblasti hrudníku potkanů 
Jednu hodinu od ozáření hrudníku potkanů dávkami v rozmezí 5 – 30 Gy jsme pomocí 
průtokové cytometrie kvantifikovali vzestup imunofluorescence γH2AX-FITC od dávky 10 
Gy v lymfocytech periferní krve (obr. 10). Zvýšení bylo statisticky významné pro dávky 20 a 
30 Gy (t-test; p≤0,05). Histogramy průtokové cytometrie svědčí o vzestupu 
imunocytochemicky značeného histonu γH2AX jen v části populace lymfocytů (obr.11 A), 
což je v kontrastu s výsledky získanými po celotělovém ozáření potkanů. Heterogenní výskyt 
γH2AX v populaci lymfocytů 1 hodinu od ozáření hrudníku odráží stav, kdy ne všechny 
lymfocyty byly za daných experimentálních podmínek exponovány gama záření při průchodu 
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krve ozařovanou oblastí (oblast hrudníku) in vivo. Naše skupiny po ozáření tedy ve finále 
vždy obsahovaly různý poměr lymfocytů neozářených – γH2AX negativních a ozářených – 
γH2AX pozitivních v závislosti na obdržené dávce gama záření. Stav, kdy velikost výskytu 
fosfoproteinu γH2AX ve studovaných lymfocytech není napříč buněčnou populací stejná 
potvrdila i vizuální detekce γH2AX pomocí imunofluorescenč í mikroskopie. 
Imunofluorescenční mikroskopie ukázala nižší vzestup histonu γH2AX v porovnání 
s celotělovým ozářením, a to i přes skutečnost, že byly použity vyšší dávky gama záření. 
Navíc se zde potvrdilo, že ne ve všech jádrech (ani při dávce 20 Gy) lymfocytů se tvoří histon 
γH2AX (obr. 12). Jelikož také mikroskopie ukázala nehomogenní pozitivitu buněk na 
γH2AX, data z průtokové cytometrie byla analyzovaná použitím gatovací analýzy s cílem 
určit procento γH2AX-pozitivních buněk v závislosti na obdržené dávce gama záření. Pro 
stanovení ionizujícím zářením-indukovaného vzniku γH2AX jsme použili cytometrický 
analytický software, kterým jsme v histogramech ohraničili vnit řní (“programovanou”) 
hladinu γH2AX v kontrolách za vytvoření gatů (modré rámečky). Procento buněk spadajících 
do těchto gatů jsme definovali jako procento buněk γH2AX protein pozitivních 
(fosforylujících protein H2AX), buňky nacházející se mimo tyto gaty byly posuzovány jako 
γH2AX negativní. Pomocí identického nastavení gatů jsme hodnotili všechny další vzorky (n 
= 6) zkoumaných skupin. Graf vytvořený pomocí gatovací analýzy reprezentující procento 
γH2AX pozitivních buněk v závislosti na obdržené dávce lokálního gama záření potvrdil 
vzestup γH2AX od dávky 10 Gy (obr. 11 B).  
V dalších experimentech jsme studovali změny ve výskytu γH2AX v lymfocytech in 
vivo v závislosti na čase od lokálního ozáření pomocí flow cytometrické kvantifikace. Dvacet 
čtyři hodin od ozáření hrudníku jsme pozorovali markantní pokles výskytu γH2AX 
v lymfocytech in vivo se zachováním reziduální, statisticky nevýznamné přítomnosti nad 
úroveň kontrol (obr. 13). Toto zbytkové reziduální zvýšení se zcela smaže do 21. dne od 
ozáření, jak nám ukazují výsledky kvantifikace γH2AX pro dávku 20 Gy lokálního záření 
(obr. 14).                  
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Obr. 10. Flow cytometrická kvantifikace imunofluorescence γH2AX-FITC 
v lymfocytech potkana 1 h od lokálního ozáření in vivo. Lymfocyty byly izolovány 
z heparinizované periferní krve kontrolních a ozářených (5-30 Gy) potkanů 1 h od ozáření 
hrudníku. Průměr buněčné fluorescence byl analyzován průtokovou cytometrií pro buňky 
v G0/G1 fázi buněčného cyklu. Graf ukazuje aritmetický průměr intenzity imunofluorescence 
γH2AX-FITC v závislosti na dávce gama záření, n = 6, ± směrodatná odchylka. Vzestup 
imunofluorescence γH2AX-FITC je statisticky významný oproti kontrole pro dávky 20 a 30 




















Obr. 11. Flow cytometrická kvantifikace přítomnosti γH2AX v lymfocytech potkana 1 h 
od lokálního ozáření in vivo (A); procento γH2AX pozitivních buněk v závislosti na 
obdržené dávce gama záření určené pomocí gating analýzy (B). A. Data z průtokové 
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cytometrie jsou zobrazena jako dvourozměrné histogramy (tzv. “dot plot”) logaritmu intenzity 
imunofluorescence γH2AX-FITC na ose y versus intenzita fluorescence propidium jodidu 
(obsah jaderné DNA v jednotlivých fázích buněč ého cyklu) na ose x. Obrázek je tvořen 
reprezentativními dot-ploty z šesti nezávisle analyzovaných vzorků pro každou skupinu. K 
stanovení zářením indukované tvorby γH2AX jsme využili gatovací analýzy. Jednotlivé gaty 
byly vytvořeny pomocí cytometrického softwaru s cílem ohraničit tzv. vnitřní 
(“programovanou”) formaci γH2AX v kontrolách (modré rámečky). Procento buněk 
spadajících do těchto gatů bylo definováno jako procento buněk γH2AX protein pozitivních 
(obsahujících protein γH2AX), mimo tyto gaty byly buňky posuzovány jako negativní. 
Uvedeny reprezentativní histogramy z 5x104 buněk. B. Graf vytvořený pomocí gatovací 
analýzy A. znázorňuje procento γH2AX pozitivních buněk v závislosti na obdržené dávce 
lokálního gama záření, n = 6, ± směrodatná odchylka. Výsledky statisticky významné (t-test, 




      
 
 
Obr. 12. Mikroskopická vizualizace γH2AX v lymfocytech potkana 1 h od lokálního 
ozáření in vivo.  Lymfocyty byly izolovány z heparinizované periferní krve kontrolních a 
ozářených (5-20 Gy) potkanů 1 h od ozáření hrudníku, fixovány a γH2AX byl detekován 
fosfo-epitop specifickou protilátkou. Obrázek ukazuje reprezentativní projekci kontrol a 
ozářených (n = 6) vzorků získaných pomocí fluorescenční mikroskopie. Histon γH2AX je 
značen Cy3 – červená barva, jádra jsou označena modře – 4',6-diamidino-2-fenylindol 








Obr. 13. Flow cytometrická kvantifikace imunofluorescence γH2AX-FITC v lymfocytech 
potkana 24 h od lokálního ozáření in vivo. Lymfocyty byly izolovány z heparinizované 
periferní krve kontrolních a ozářených (5-30 Gy) potkanů 24 h od ozáření. Průměr buněčné 
fluorescence byl analyzován průtokovou cytometrií pro buňky v G0/G1 fázi buněčného cyklu. 
Graf ukazuje aritmetický průměr intenzity imunofluorescence γH2AX-FITC v závislosti na 
dávce gama záření, n = 6, ± směrodatná odchylka. Dvacet čtyři hodin od ozáření nebyl 
pozorován statisticky významný vzestup (p ≤0,05, t-test) imunofluorescence γH2AX-FITC.   
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Obr. 14. Změna průměru intenzity imunofluorescence γH2AX-FITC v lymfocytech 
potkana in vivo v závislosti na čase od lokálního ozáření stanovená pomocí průtokové 
cytometrie. Lymfocyty byly izolovány z heparinizované periferní krve kontrolních a 
ozářených (20 Gy) potkanů v intervalech 1 hodina, 24 hodin a 21 dní od ozáření hrudníku. 
Průměr buněčné imunofluorescence byl analyzován průtokovou cytometrií pro buňky 
v G0/G1 fázi buněčného cyklu. Graf ukazuje aritmetický průměr intenzity imunofluorescence 
γH2AX-FITC pro dávku 20 Gy v závislosti na č se od ozáření, n = 6, ± směrodatná odchylka. 
* - statisticky významný rozdíl oproti kontrole (p ≤0,05), t-test. 
 
 
5.2. Analýza krevního obrazu po celotělovém a lokálním ozáření potkanů 
 
Dvacet čtyři hodin od ozáření jsme odebrali potkanům ze srdce krev a stanovili počet 
bílých krevních elementů analýzou krevního obrazu. Z výsledků stanovení krevního obrazu 
po celotělovém ozáření byl patrný dávkově závislý pokles počtu lymfocytů v periferní krvi 
potkanů. Pokles byl statisticky významný (p≤0,05) oproti kontrolní skupině po dávce 1, 3 a 5 
Gy. Počet granulocytů v tomto časovém intervalu nevykazoval změny oproti neozářené 
skupině (obr. 15). 
 V dalším experimentu jsme počet lymfocytů stanovovali po lokálním ozáření na oblast 
hrudníku dávkami v rozmezí 5-30 Gy. Z obrázku č. 16 je patrný dávkově závislý pokles počtu 
lymfocytů v periferní krvi lokálně ozářených potkanů až od vyšší dávky v porovnání 
s celotělově ozářenými potkany. Pokles byl statisticky významný (p≤0,05) oproti kontrolní 
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skupině po dávkách 20 a 30 Gy. Granulocyty nevykazovaly za daných experimentálních 
podmínek 24 h od ozáření signifikantní změny oproti neozářené skupině. 
 
Fig. 15. Bílý krevní obraz 24 hodin od celotělového ozáření. Sloupce grafu znázorňují 
počet bílých krevních elementů x 109/l v periferní krvi potkana po celotělové expozici 
rozdílným dávkám gama záření. Graf reprezentuje aritmetický průměr, n = 6, ± směrodatná 
odchylka. * - statisticky významný rozdíl oproti kontrole (p ≤0,05), t-test.  
   
 
Fig. 16. Bílý krevní obraz 24 hodin od ozáření hrudníku. Sloupce grafu znázorňují počet 
bílých krevních elementů x 109/l v periferní krvi potkana po expozici na oblast hrudníku 
rozdílným dávkám gama záření. Graf reprezentuje aritmetický průměr, n = 6, ± směrodatná 
odchylka. * - statisticky významný rozdíl oproti kontrole (p ≤0,05), t-test.   
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5.3. Fosforylace histonu H2AX na serinu 139 in vitro 
 
5.3.1. Vliv ionizujícího záření na množství γH2AX v kmenových buňkách 
 
Pomocí průtokové cytometrie jsme sledovali množství DSB po ozáření in vitro 
prostřednictvím fosforylace histonu H2AX v MKB zubní pulpy a periodontálního ligamenta. 
Ke studiu tvorby histonu γH2AX v MKB jsme použili dvě dávky gama záření, relativně 
nízkou, běžně používanou ve frakcionované radioterapii nádorů (2 Gy) a extrémní (20 Gy). 
Stanovení γH2AX jsme provedli pro každý typ buněk 1 a 24 hodin od ozáření, vždy ve třech 
nezávislých experimentech. U obou typů MKB jsme 1 hodinu od ozáření dávkou 20 Gy 
pozorovali masivní, statisticky významný vzestup γH2AX (zubní pulpy 77 % γH2AX-
pozitivních buněk, periodontálního ligamenta 85 % γH2AX-pozitivních buněk). Dvacet čtyři 
hodin od ozáření byl u skupin ozářených dávkou 20 Gy pozorován pokles výskytu γH2AX, 
nebylo však dosaženo úrovně kontrolní neozářené skupiny. Výsledné hodnoty γH2AX 24 
hodin od ozáření dávkou 20 Gy se však na hladině statistické významnosti p≤0,05 nelišily od 
kontrol pro oba buněčné typy. Reziduální γH2AX však stále představovaly mezi 4 a 8 % 
buněk v oblasti vysoké imunofluorescence γH2AX-FITC.  Dávka 2 Gy nevedla 1 h od ozáření 
obou typů kmenových buněk k detekovatelnému vzestupu γH2AX pomocí průtokové 





Obr. 17. Histogramy stanovení γH2AX (A), procento γH2AX pozitivních buněk ur čené 
pomocí gating analýzy (B) a graf intenzity imunofluorescence γH2AX-FITC (C) 
v kmenových buňkách zubní pulpy 1 a 24 h od ozáření dávkami 2 a 20 Gy in vitro. 
Kmenové buňky zubní pulpy kontrolní; ozářené γ zářením v dávce 2 a 20 Gy byly ponechány 
v kultuře po dobu 1 nebo 24 hodin. Přítomnost γH2AX byla měřena imunocytochemicky 
pomocí primární fosfo-epitop specifické protilátky konjugované s fluorescein 
isothiokyanátem (FITC) spolu s analýzou buněčného cyklu podle obsahu DNA (vazba 
propidium jodidu). A. Data jsou ve formě dvourozměrných histogramů logaritmu intenzity 
imunofluorescence γH2AX-FITC na ose y versus intenzita fluorescence propidium jodidu na 
ose x. Jsou zobrazeny reprezentativní výsledky ze tří experimentů. Ionizujícím zářením 
indukovaná tvorba γH2AX byla určena pomocí gatovací analýzy. Jednotlivé gaty byly 
vytvořeny pomocí cytometrického softwaru s cílem ohraničit tzv. vnitřní (“programovanou”) 
tvorbu γH2AX v kontrolách (rámečky). Procento buněk spadajících do těchto gatů bylo 
definováno jako procento buněk γH2AX protein pozitivních (obsahujících protein γH2AX), 
mimo tyto gaty byly buňky posuzovány jako negativní. Jsou uvedeny reprezentativ í 
histogramy z 5x104 buněk. B. Sloupcový graf vytvořený pomocí gatovací analýzy znázorňuje 
procento γH2AX pozitivních buněk v závislosti na obdržené dávce a čase od ozáření, n = 3, ± 
směrodatná odchylka. C. Sloupcový graf aritmetického průměru intenzity imunofluorescence 
γH2AX-FITC pro dávky 2 a 20 Gy a intervaly 1 a 24 h od ozáření, n = 3, ± směrodatná 






Obr. 18. Histogramy stanovení γH2AX (A), procento γH2AX pozitivních buněk ur čené 
pomocí gating analýzy (B) a graf intenzity imunofluorescence γH2AX-FITC (C) 
v kmenových buňkách periodontálního ligamenta 1 a 24 h od ozáření dávkami 2 a 20 Gy 
in vitro. Kmenové buňky periodontálního ligamenta kontrolní; ozářené γ zářením v dávce 2 a 
20 Gy byly ponechány v kultuře po dobu 1 nebo 24 hodin. Přítomnost γH2AX byla měřena 
imunocytochemicky pomocí primární fosfo-epitop specifické protilátky konjugované 
s fluorescein isothiokyanátem (FITC) spolu s analýzou buněčného cyklu podle obsahu DNA 
(vazba propidium jodidu). A. Data jsou ve formě dvourozměrných histogramů logaritmu 
intenzity imunofluorescence γH2AX-FITC na ose y versus intenzita fluorescence propidium 
jodidu na ose x. Jsou zobrazeny reprezentativní výsledky ze tří experimentů. Ionizujícím 
zářením indukovaná tvorba γH2AX je určena pomocí gatovací analýzy. Jednotlivé gaty byly 
vytvořeny pomocí cytometrického softwaru s cílem ohraničit tzv. vnitřní (“programovanou”) 
tvorbu γH2AX v kontrolách (rámečky). Procento buněk spadajících do těchto gatů bylo 
definováno jako procento buněk γH2AX protein pozitivních (obsahujících protein γH2AX), 
mimo tyto gaty byly buňky posuzovány jako negativní. Jsou uvedeny reprezentativ í 
histogramy z 5x104 buněk. B. Sloupcový graf vytvořený pomocí gatovací analýzy znázorňuje 
procento γH2AX pozitivních buněk v závislosti na obdržené dávce a čase od ozáření, n = 3, ± 
směrodatná odchylka. C. Sloupcový graf aritmetického průměru intenzity imunofluorescence 
γH2AX-FITC pro dávky 2 a 20 Gy a intervaly 1 a 24 h od ozáření, n = 3, ± směrodatná 




5.3.2. Vliv inhibice ATM kinasy na ionizujícím zářením-indukovanou tvorbu γH2AX v 
kmenových buňkách 
Ke sledování dopadu inhibice ATM kinasy na fosforylaci histonu H2AX po působení 
ionizujícího záření jsme využili komerčně dostupného inhibitoru KU55933. KU55933 je 
vysoce účinný, selektivní kompetitivní inhibitor ATM kinasy. Při vlastním provedení 
experimentů jsme 1 hodinu před ozářením subkonfluentních MKB (buňky byly nasazeny 24 h 
předem v kompletním mediu bez inhibitoru) do kultivačního media přidali zásobní roztok 
KU55933 v DMSO v takovém množství, aby bylo dosaženo fi ální koncentrace v mediu 10 
µmol.l-1. Kontrolní buňky byly kultivovány v přítomnosti 10 µmol.l-1 inhibitoru, bylo s nimi 
zacházeno shodně, avšak nebyly ozářeny. Inhibitor byl přítomný v mediu po celou dobu 
kultivace buněk a to jak buněk ozářených, tak neozářených. Obě linie MKB reagovaly na 
ozáření v dávce 20 Gy z pohledu výskytu γH2AX podobně. Samotné ozáření vedlo 
ke statisticky významné tvorbě γH2AX 1 h od vystavení buněk dávce 20 Gy. Při inhibici 
ATM kinasy došlo u ozářených kmenových buněk zubní pulpy (obr. 19) a periodontálního 
ligamenta (obr. 20) k signifikantnímu utlumení fosfrylace histonu H2AX. Tento fakt 
potvrdili oba typy analýzy dat z průtokové cytometrie. 
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Obr. 19. Histogramy stanovení γH2AX (A), procento γH2AX pozitivních buněk ur čené 
pomocí gating analýzy (B) a graf intenzity imunofluorescence γH2AX-FITC (C) 
v kmenových buňkách zubní pulpy 1 a 24 h od ozáření dávkou 20 Gy in vitro. Kmenové 
buňky zubní pulpy kultivované v kompletním mediu, kultivované v přítomnosti 10 µmol.l-1 
KU55933, preinkubované po dobu 1 h před ozářením (20 Gy) s 10 µmol.l-1 KU553933 byly 
ponechány v kultuře po dobu 1 nebo 24 h. Histon γH2AX byl stanoven imunocytochemicky 
pomocí primární fosfo-epitop specifické protilátky konjugované s fluorescein 
isothiokyanátem (FITC) spolu s analýzou buněčného cyklu podle obsahu DNA (vazba 
propidium jodidu). A. Data jsou ve formě dvourozměrných histogramů logaritmu intenzity 
imunofluorescence γH2AX-FITC na ose y versus intenzita fluorescence propidium jodidu na 
ose x. Jsou zobrazeny reprezentativní výsledky ze tří experimentů. Ionizujícím zářením 
indukovaná tvorba γH2AX je určena pomocí gatovací analýzy. Jednotlivé gaty byly 
vytvořeny pomocí cytometrického softwaru s cílem ohraničit tzv. vnitřní (“programovanou”) 
tvorbu γH2AX v kontrolách (rámečky). Procento buněk spadajících do těchto gatů bylo 
definováno jako procento buněk γH2AX protein pozitivních (obsahujících protein γH2AX), 
mimo tyto gaty byly buňky posuzovány jako negativní. Uvedeny reprezentativní histogramy 
z 5x104 buněk. B. Sloupcový graf je vytvořen pomocí gatovací analýzy znázorňuje procento 
γH2AX pozitivních buněk v závislosti na obdržené dávce a č se od ozáření, n = 3, ± 
směrodatná odchylka. C. Sloupcový graf aritmetického průměru intenzity imunofluorescence 
γH2AX-FITC pro dávku 20 Gy a intervaly 1 a 24 h od ozáření, n = 3, ± směrodatná odchylka. 
* - statisticky významný rozdíl oproti kontrole (p ≤0,05), t-test.  




Obr. 20. Histogramy stanovení γH2AX (A), procento γH2AX pozitivních buněk ur čené 
pomocí gating analýzy (B) a graf intenzity imunofluorescence γH2AX-FITC (C) v 
kmenových buňkách periodontálního ligamenta 1 a 24 h od ozáření dávkou 20 Gy in 
vitro. Kmenové buňky periodontálního ligamenta kultivované v kompletním mediu, 
kultivované v přítomnosti 10 µmol.l-1 KU55933, preinkubované po dobu 1 h před ozářením 
(20 Gy) s 10 µmol.l-1 KU553933 byly ponechány v kultuře po dobu 1 nebo 24 h. Histon 
γH2AX byl stanoven imunocytochemicky pomocí primární fosfo-epitop specifické protilátky 
konjugované s fluorescein isothiokyanátem (FITC) spolu s analýzou buněčného cyklu podle 
obsahu DNA (vazba propidium jodidu). A  Data jsou ve formě dvourozměrných histogramů 
logaritmu intenzity imunofluorescence γH2AX-FITC na ose y versus intenzita fluorescence 
propidium jodidu na ose x. Jsou zobrazeny reprezentativ í výsledky ze tří experimentů. 
Ionizujícím zářením indukovaná tvorba γH2AX je určena pomocí gatovací analýzy. 
Jednotlivé gaty byly vytvořeny pomocí cytometrického softwaru s cílem ohraničit tzv. vnitřní 
(“programovanou”) tvorbu γH2AX v kontrolách (rámečky). Procento buněk spadajících do 
těchto gatů bylo definováno jako procento buněk γH2AX protein pozitivních (obsahujících 
protein γH2AX), mimo tyto gaty byly buňky posuzovány jako negativní. Uvedeny 
reprezentativní histogramy z 5x104 buněk. B. Sloupcový graf vytvořený pomocí gatovací 
analýzy znázorňuje procento γH2AX pozitivních buněk v závislosti na obdržené dávce a čase 
od ozáření, n = 3, ± směrodatná odchylka. C. Sloupcový graf aritmetického průměru intenzity 
imunofluorescence γH2AX-FITC pro dávku 20 Gy a intervaly 1 a 24 h od ozáření, n = 3, ± 





5.3.3. Vliv vanadocen dichloridu, cisplatiny a ionizujícího záření na vznik γH2AX    
v buňkách lidské promyelocytární leukemie HL-60 
Obrázek č. 21 znázorňuje gating strategii při stanovení γH2AX pro jednotlivé fáze 
buněčného cyklu pomocí průtokové cytometrie. Vanadocen dichlorid po svém 
jednohodinovém působení na buňky lidské promyelocytární leukemie HL-60 v koncentraci 0-
1000 µmol.l-1 vyvolal lineární dávkově závislé zvýšení průměru intenzity imunofluorescence 
γH2AX-FITC. Zvýšení průměru intenzity imunofluorescence γH2AX-FITC po působení 
vanadocen dichloridu se ukázalo jako velice masivní a ezávislé na fázi buněčného cyklu HL-
60. Statisticky významný vzestup (p≤0,05, t-test) byl pozorován od dávky 100 µmol.l-1 pro S a 
G2 fázi, a 200 µmol.l-1 pro G0/G1 fázi buněčného cyklu (obr. 22). Koncentrace 1000 µmol.l-1 
indukovala tvorbu histonu γH2AX v 100 % buněk HL-60, ve srovnání s kontrolou, kde bylo 
detekováno 0 % buněk obsahujících γH2AX. Výskyt γH2AX klesal úměrně s klesající dávkou 
vanadocen dichloridu a naopak (obr. 23).  
Cisplatina způsobila dávkově závislý vzestup fosforylace H2AX na serinu 139. 
Statisticky významný vzestup (p≤0,05, t-test) byl pozorován od dávky 100 µmol.l-1 pro S a G2 
fázi, a 200 µmol.l-1 pro G0/G1 fázi buněčného cyklu (obr. 24). Koncentrace cisplatiny 1000 
µmol.l-1 vyvolala tvorbu γH2AX u 49 % buněk. Největší vzestup γH2AX byl pozorován 
primárně u buněk v S fázi, méně G1 fázi buněčného cyklu. Je nutné podotknout, že vzestup 
γH2AX po působení cisplatiny není tak masivní, jako v případě vanadocen dichloridu (obr. 
25).  
Expozice buněk gama záření v dávce 2, 6 a 20 Gy vedla 1 hodinu od ozáření 
k dávkově závislému vzestupu γH2AX. Tento fakt je zřejmý jak z grafů průměru intenzity 
imunofluorescence γH2AX-FITC v závislosti na obdržené dávce záření (obr. 26), tak 
z jednotlivých histogramů průtokové cytometrie (obr. 27). Statisticky významný vzestup 
(p≤0,05, t-test) byl pozorován od dávky 2, 6 a 20 Gy pro všechny fáze buněčného cyklu. 
Dávka 20 Gy vyvolala pozitivitu na γH2AX u 94 % buněk HL-60, kontrolní buňky 




Obr. 21. Gating strategie při analýze průměru intenzity imunofluorescence FITC 




Obr. 22. Flow cytometrická kvantifikace imunofluorescence γH2AX-FITC v bu ňkách 
HL-60 po 1 h inkubaci s vanadocen dichloridem in vitro. Buňky HL-60 byly po dobu jedné 
hodiny inkubovány s vanadocen dichloridem v koncentraci 0 - 1000 µmol.l-1. Histon γH2AX 
byl detekován imunocytochemicky pomocí primární fosfo-epitop specifické protilátky 
konjugované s fluorescein isothiokyanátem (FITC) spolu s analýzou buněčného cyklu podle 
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obsahu DNA (vazba propidium jodidu). Průměr buněčné imunofluorescence byl analyzován 
průtokovou cytometrií pro buňky v jednotlivých fázích buněčného cyklu. Graf ukazuje 
aritmetický průměr imunofluorescence γH2AX-FITC v závislosti na koncentraci vanadocen 
dichloridu a jednotlivých fázích buněčného cyklu. Jednu hodinu od vystavení buněk 
vanadocen dichloridu byl pozorován lineární dávkově závislý vzestup intenzity 
imunofluorescence γH2AX-FITC v jednotlivých fázích buněčného cyklu. Parametry lineární 
regresní křivky pro jednotlivé fáze buněčného cyklu: G0/G1: y = 41,84x + 11,20, R2 = 
0,9984; S: y = 52,84x + 15,11, R2 = 0,9984; G2  y = 62,32x + 17,42, R2 = 0,9990. n = 3, ± 
směrodatná odchylka. Statisticky významný vzestup intenzity imunofluorescence γH2AX-
FITC (p≤0,05, t-test) oproti kontrole po dávkách 200, 500 a 1000 µmol.l-1 pro G0/G1; 100, 
200, 500 a 1000 µmol.l-1 pro S a G2 fázi buněčného cyklu.  
 
 
Obr. 23. HL-60. Histogramy stanovení γH2AX po 1 h inkubaci s vanadocen dichloridem 
in vitro. Dvourozměrné histogramy (tzv. “dot plot”) logaritmu intenzity imunofluorescence 
γH2AX-FITC na ose y versus intenzita fluorescence propidium jodidu (obsah jaderné DNA 
v jednotlivých fázích buněčného cyklu) na ose x. Obrázek je tvořen reprezentativními dot-
ploty z tří nezávisle analyzovaných vzorků pro každou skupinu. Pro stanovení VDC-
indukované tvorby γH2AX jsme využili gatovací analýzy. Jednotlivé gaty b ly vytvořeny 
pomocí cytometrického softwaru s cílem ohraničit tzv. vnitřní (“programovanou”) tvorbu 
γH2AX v kontrolách (rámečky). Procento buněk spadajících do těchto gatů bylo definováno 
jako procento buněk γH2AX protein pozitivních (oblast vysoké imunofluoresc nce γH2AX-
FITC), mimo tyto gaty byly buňky posuzovány jako γH2AX protein negativní (oblast nízké 






Obr. 24. Flow cytometrická kvantifikace imunofluorescence γH2AX-FITC v bu ňkách 
HL-60 po 1 h inkubaci s cisplatinou in vitro. Buňky HL-60 byly po dobu jedné hodiny 
inkubovány s cisplatinou v koncentraci 0 - 1000 µmol.l -1. Histon γH2AX byl detekován 
imunocytochemicky pomocí primární fosfo-epitop specifické protilátky konjugované 
s fluorescein isothiokyanátem (FITC) spolu s analýzou buněčného cyklu podle obsahu DNA 
(vazba propidium jodidu). Průměr buněčné fluorescence byl analyzován průtokovou 
cytometrií pro buňky v jednotlivých fázích buněčného cyklu. Graf ukazuje aritmetický 
průměr intenzity imunofluorescence γH2AX-FITC v závislosti na koncentraci cisplatiny a 
jednotlivých fázích buněčného cyklu. Jednu hodinu od vystavení buněk cisplatině pozorován 
lineární dávkově závislý vzestup imunofluorescence γH2AX-FITC v jednotlivých fázích 
buněčného cyklu. Parametry lineární regresní křiv y pro jednotlivé fáze buněčného cyklu: 
G0/G1: y = 15,49 x + 11,75, R2 = 0,9878; S: y = 19,54x + 16,85, R2 = 0,9698; G2  y = 12,21x 
+ 17,81, R2 = 0,9767. n = 3, ± směrodatná odchylka. Statisticky významný vzestup intenzity 
imunofluorescence γH2AX-FITC (p≤0,05, t-test) oproti kontrole po dávkách 200, 500 a 1000 
µmol.l-1 pro G0/G1; 100, 200, 500 a 1000 µmol.l-1 pro S a G2 fázi buněčného cyklu.  
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Obr. 25. HL-60. Histogramy stanovení γH2AX po 1 h inkubaci s cisplatinou in vitro. 
Dvourozměrné histogramy (tzv. “dot plot”) logaritmu intenzity imunofluorescence γH2AX-
FITC na ose y versus intenzita fluorescence propidium jodidu (obsah jaderné DNA 
v jednotlivých fázích buněčného cyklu) na ose x. Obrázek je tvořen reprezentativními dot-
ploty z tří nezávisle analyzovaných vzorků pro každou skupinu. Pro stanovení cisplatinou-
indukované tvorby γH2AX jsme využili gatovací analýzy. Jednotlivé gaty b ly vytvořeny 
pomocí cytometrického softwaru s cílem ohraničit tzv. vnitřní (“programovanou”) tvorbu 
γH2AX v kontrolách (rámečky). Procento buněk spadajících do těchto gatů bylo definováno 
jako procento buněk γH2AX protein pozitivních (oblast vysoké imunofluoresc nce γH2AX-
FITC), mimo tyto gaty byly buňky posuzovány jako γH2AX protein negativní (oblast nízké 








Obr. 26. Flow cytometrická kvantifikace imunofluorescence γH2AX-FITC v bu ňkách 
HL-60 1 h od ozáření in vitro. Buňky HL-60 byly ozářeny dávkami v rozmezí 2-20 Gy. 
Jednu hodinu od ozáření byl γH2AX detekován imunocytochemicky pomocí primární fosfo-
epitop specifické protilátky konjugované s fluorescin isothiokyanátem (FITC) spolu 
s analýzou buněčného cyklu podle obsahu DNA (vazba propidium jodidu). Průměr buněčné 
fluorescence byl analyzován průtokovou cytometrií pro buňky v jednotlivých fázích 
buněčného cyklu. Graf ukazuje aritmetický průměr intenzity imunofluorescence γH2AX-
FITC v závislosti na dávce gama záření a jednotlivých fázích buněčného cyklu. Parametry 
lineární regresní křivky pro jednotlivé fáze buněčného cyklu: G0/G1: y = 1,53x + 12,75, R2 = 
0,9972; S: y = 1,32x + 17,22, R2 = 0,9885; G2  y = 1,84x + 19,01, R2 = 0,9968. Jednu hodinu 
od expozice buněk gama záření byl pozorován lineární dávkově závislý vzestup intenzity 
imunofluorescence γH2AX-FITC v jednotlivých fázích buněčného cyklu, n = 3, ± směrodatná 
odchylka. Statisticky významný vzestup intenzity imunofluorescence γH2AX-FITC (p≤0,05, 





Obr. 27. HL-60. Histogramy stanovení γH2AX 1 h od ozáření in vitro. Dvourozměrné 
histogramy (tzv. “dot plot”) logaritmu intenzity imunofluorescence γH2AX-FITC na ose y 
versus intenzita fluorescence propidium jodidu (obsah jaderné DNA v jednotlivých fázích 
buněčného cyklu) na ose x. Obrázek je tvořen reprezentativními dot-ploty z tří nezávisle 
analyzovaných vzorků pro každou skupinu. Pro stanovení zářením-indukované tvorby 
γH2AX jsme využili gatovací analýzy. Jednotlivé gaty byly vytvořeny pomocí 
cytometrického softwaru s cílem ohraničit tzv. vnitřní (programovanou) tvorbu γH2AX 
v kontrolách (rámečky). Procento buněk spadajících do těchto gatů bylo definováno jako 
procento buněk γH2AX protein pozitivních (oblast vysoké imunofluoresc nce γH2AX-FITC), 
mimo tyto gaty byly buňky posuzovány jako γH2AX protein negativní (oblast nízké 
imunofluorescence γH2AX-FITC). Uvedeny histogramy z 5x104 buněk. 
 
 
5.4. Analýza buněčného cyklu po působení genotoxických agens 
  
5.4.1. Vliv ionizujícího záření na buněčný cyklus 
 
Expozice MKB periodontálního ligamenta a kostní dřeně gama záření v dávce 6 a 20 
Gy vedlo k dávkově závislé (MKB periodontálního ligamenta: 6 Gy 46 %,20 Gy 62 %, 
kontrola 9 %), nebo dávkově nezávislé (MKB kostní dřeně: 6 Gy 36 %, 20 Gy 35 %, kontrola 
12 %) akumulaci buněk v G2 fázi buněčného cyklu 1. den od ozáření (obr. 28 a 29 ). 
Akumulace MKB v G2 fázi buněčného cyklu přetrvala po ozáření 20 Gy až do konce pokusu 
(6. den od ozáření). V G2 fázi buněčného cyklu bylo u MKB periodontálního ligamenta 1. 
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den 62 % a 6. den 58 % buněk. U MKB kostní dřeně nebyl vzestup počtu buněk v G2 fázi tak 
markantní, jako u buněk MKB periodontálního ligamenta, nicméně vzestup byl patrný celý 
sledovaný interval (1. den 35 %, 6. den 36 %). Apoptóza nebyla pozorována. Procento buněk 
v sub-G1 fázi bylo u kmenových buněk vždy pod 0,5 %. Hodnotili jsme tedy jen buňky 
v cyklu (obr. 30 a 31).  
Podobně jako u kmenových buněk, tak i u buněk lidské promyelocytární leukémie 
vedla expozice ionizujícímu záření v dávce 6 Gy první den od ozáření ke G2 bloku (70 % 
buněk v G2 fázi buněčného cyklu). Na rozdíl od kmenových buněk jsme u buněk HL-60 
pozorovali indukci apoptózy. Apoptóza byla nejvyšší 3. den od ozáření. Zástava buněčného 
cyklu v G2 fázi nebyla 3. den od ozáření již detekována, neboť většina buněk zahynula 
apoptózou (obr. 32). Apoptotické buňky byly detekovány v sub-G1 peaku. Procento 




Obr. 28. Kmenové buňky periodontálního ligamenta. Analýza buněčného cyklu 1. den od 
ozáření in vitro, dávková závislost. Kmenové buňky periodontálního ligamenta kultivované 
v kompletním mediu byly ozářeny dávkami 2, 6 a 20 Gy a následně ponechány v kultuře po 
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dobu 24 hodin. Procento buněk v cyklu bylo stanoveno pomocí vazby propidium jodidu. G1, 
S a G2 – procento buněk v G1-, S- a G2- fázi. Expozice gama záření v dávce 6 a 20 Gy vedla 
k dávkově závislé akumulaci buněk v G2 fázi buněčného cyklu. Procento sub-G1<0,5. 
Uvedeny reprezentativní histogramy analýzy buněčného cyklu podle obsahu DNA z 1x105 





Obr. 29. Kmenové buňky kostní dřeně. Analýza buněčného cyklu 1. den od ozáření in 
vitro, dávková závislost. Kmenové buňky kostní dřeně kultivované v kompletním mediu byly 
ozářeny dávkami 2, 6 a 20 Gy a následně ponechány v kultuře po dobu 24 hodin. Procento 
buněk v cyklu bylo stanoveno pomocí vazby propidium jodidu. G1, S a G2 – procento buněk 
v G1-, S- a G2- fázi. Expozice gama záření v dávce 6 a 20 Gy vedla k částečné akumulaci 
buněk v G2 fázi buněčného cyklu. Procento sub-G1<0,5. Uvedeny reprezentativní histogramy 




Obr. 30. Kmenové buňky periodontálního ligamenta. Analýza buněčného cyklu 1. a 6. 
den od ozáření in vitro, časová závislost. Kmenové buňky periodontálního ligamenta 
kultivované v kompletním mediu byly ozářeny 20 Gy a následně ponechány v kultuře po 
dobu 1 nebo 6 dnů. Procento buněk v cyklu bylo stanoveno pomocí vazby propidium jodidu. 
G1, S a G2 – procento buněk v G1-, S- a G2- fázi. Zástava buněč ého cyklu v G2 fázi 
přetrvala u nadpoloviční většiny buněk do šestého dne od ozáření. Procento sub-G1<0,5. 






Obr. 31. Kmenové buňky kostní dřeně. Analýza buněčného cyklu 1. a 6. den od ozáření 
in vitro, časová závislost. Kmenové buňky kostní dřeně kultivované v kompletním mediu 
byly ozářeny 20 Gy a následně ponechány v kultuře po dobu 1 nebo 6 dnů. Procento buněk v 
cyklu bylo stanoveno pomocí vazby propidium jodidu. G1, S a G2 – procento buněk v G1-, S- 
a G2- fázi. Zvýšené množství buněk v G2 fázi přetrvalo do šestého dne od ozáření. Procento 
sub-G1<0,5. Uvedeny reprezentativní histogramy analýzy buněčného cyklu podle obsahu 





Obr. 32. HL-60. Analýza buněčného cyklu 1. a 3. den od ozáření in vitro, časová závislost. 
Buňky lidské promyelocytární leukemie HL-60 kultivované v kompletním mediu byly 
ozářeny dávkou 6 Gy a následně ponechány v kultuře po dobu 24 nebo 72 hodin. Procento 
buněk v sub-G1 apoptotickém peaku, G1-, S- a G2- fázi buněčného cyklu bylo stanoveno 
pomocí vazby propidium jodidu. Čísla znázorňují procenta buněk pro jednotlivé fáze 
buněčného cyklu včetně sub-G1. První den od ozáření došlo k akumulaci buněk v G2 fázi 
buněčného cyklu, třetí den od ozáření byl detekován apoptotický peak buněk sub-G1. 
Uvedeny reprezentativní histogramy z 1x105 buněk. 
 
 
5.4.2. Vliv inhibice ATM kinasy na zářením vyvolané změny buněčného cyklu 
 
V dalších experimentech jsme studovali efekt KU55933 specifického inhibitoru ATM 
kinasy na buněčný cyklus MKB po ozáření dávkou 20 Gy. Inhibitor byl ke kmenovým 
buňkám přidán 60 minut před ozářením a jeho přítomnost v mediu byla zachována po celou 
dobu trvání experimentů v neměnné koncentraci. MKB byly vystaveny 10 µmol.l-1 KU55933, 
ionizujícímu záření nebo jejich kombinaci a analyzovány 1. nebo 3. den od ozáření. Studovali 
jsme vliv KU55933 na potlačení nebo naopak prohloubení ionizujícím záření-indukované 
zástavy buněčného cyklu MKB (akumulace v G2 fázi známá z předchozích experimentů viz. 
výše). Porovnávali jsme zejména rozdíl mezi buňkami ozářenými a ozářenými v přítomnosti 
inhibitoru. Skupiny byly analyzovány v tripletu, experimenty probíhaly paralelně. 
Expozice obou typů MKB ionizujícímu záření bez přítomnosti KU55933 vedla 
k akumulaci buněk v G2/M fázi buněčného cyklu již první den od ozáření a tato akumulace 
nadále přetrvávala do třetího dne od ozáření (KBZP: G2/M: 56 % -1. den, 54 % - 3. den), 
(KBPL:G2/M: 51 % -1. den, 49 % - 3. den). Inhibice ATM kinasy před ozářením zapůsobila 
na MKB rozdílně. U MKB zubní pulpy došlo k potlačení gama zářením-indukované 
akumulace buněk v G2/M fázi buněčného cyklu (47 % -1. den, 44 % - 3. den) (obr. 33). 
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Naopak u MKB periodontálního ligamenta vedla kombinace KU55933 a ionizujícího záření 
ke zvýšení procenta buněk akumulovaných G2/M fázi buněčného cyklu, oproti skupině 
ozářené bez přítomnosti inhibitoru (68 % -1. den, 65 % - 3. den) (obr. 34). KU55933 u 
neozářených buněk vedl k potlačení syntetické fáze buněčného cyklu (S fáze: Kontrola 11 %, 
KU55933 0,5 %) a indukoval akumulaci MKB zubní pulpy v G1 fázi buněčného cyklu (G1 
fáze: Kontrola 75 %, KU55933 87 %). Syntetická fáze buněčného cyklu MKB 
periodontálního ligamenta nebyla KU55933 zásadně ovlivněna, mírná akumulace v G1 fázi 
buněčného cyklu se objevila jen první den během kultivace buněk (G1 fáze: Kontrola 71 %, 






























Obr. 33. Kmenové buňky zubní pulpy. Reprezentativní histogramy analýzy buněčného 
cyklu (A), procento buněk v jednotlivých fázích buněčného cyklu (B) 1. a 3. den od 
ozáření in vitro. Kmenové buňky zubní pulpy kultivované v kompletním mediu, kultivované 
v kompletním mediu s 10 µmol.l-1 KU55933, ozářené, preinkubované po dobu 1 h před 
ozářením s 10 µmol.l-1 KU553933 a následně ozářeny v přítomnosti 10 µmol.l-1 KU553933 
byly ponechány v kultuře po dobu 1 nebo 3 dnů. Procento buněk v jednotlivých fázích 
buněčného cyklu bylo stanoveno pomocí vazby propidium jodidu. Sub-G1, G1, S a G2 – 
procento buněk v sub-G1-, G1-, S- a G2- fázi. A. Zobrazeny reprezentativní histogramy 
analýzy buněčného cyklu podle obsahu DNA z 1x105 buněk. Hodnoceno procento buněk 
v cyklu. B. Graf reprezentující procento buněk v jednotlivých fázích buněčného cyklu, n = 3, 
± směrodatná odchylka. * - statisticky významný rozdíl opr ti kontrole (p ≤0,05), t-test; # - 






Obr. 34. Kmenové buňky periodontálního ligamenta. Reprezentativní histogramy 
analýzy buněčného cyklu (A), procento buněk v jednotlivých fázích buněčného cyklu (B) 
1. a 3. den od ozáření in vitro. Kmenové buňky periodontálního ligamenta kultivované 
v kompletním mediu, kultivované v kompletním mediu s 10 µmol.l-1 KU55933, ozářené, 
preinkubované po dobu 1 h před ozářením s 10 µmol.l-1 KU553933 a následně ozářeny 
v přítomnosti 10 µmol.l-1 KU553933 byly ponechány v kultuře po dobu 1 nebo 3 dnů. 
Procento buněk v jednotlivých fázích buněčného cyklu bylo stanoveno pomocí vazby 
propidium jodidu. Sub-G1, G1, S a G2 – procento buněk v sub-G1-, G1-, S- a G2- fázi. A. 
Zobrazeny reprezentativní histogramy analýzy buněčného cyklu podle obsahu DNA z 1x105 
buněk. Hodnoceno procento buněk v cyklu. B. Graf reprezentující procento buněk v 
jednotlivých fázích buněčného cyklu, n = 3, ± směrodatná odchylka. * - statisticky významný 
rozdíl oproti kontrole (p ≤0,05), t-test; # - statisticky významný rozdíl oproti samotnému 
ozáření (p ≤0,05), t-test.  
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5.4.3. Vliv vanadocen dichloridu a cisplatiny na buněčný cyklus 
 
Ke studiu vlivu vanadocen dichloridu na buněč ý cyklus byly použity leukemické 
linie MOLT-4 a HL-60.  Buňky byly vystaveny zkoumanému agens po dobu jedné hodiny, 
poté byl vanadocen dichlorid odmyt a buňky byly následně kultivovány po dobu 16 hodin 
v čerstvém kompletním mediu bez agens a analyzovány. Efekt vanadocen dichloridu na 
buněčný cyklus byl porovnáván s působením cisplatiny ve stejném experimentálním 
uspořádání.  
Hodinová preinkubace lidské T-lymfocytární leukemie MOLT-4 s vanadocen 
dichloridem vedla po 16 hodinách k částečné akumulaci buněk v G2 fázi buněčného cyklu 
(500 µmol.l-1 20 %, kontrola 8 % buněk v G2 fázi). Mechanismus působení cisplatiny byl 
rozdílný, došlo k akumulaci buněk v G1 fázi buněčného cyklu (500 µmol.l-1 63 %, kontrola 52 
% buněk v G1 fázi). Procento sub-G1 buněk bylo <0,5 %, a tak apoptotický sub-G1 peak 
nebyl u buněk MOLT-4 analyzován (obr. 35). 
Hodinová expozice vanadocen dichloridu v koncentraci 200 µmol.l-1 se u buněk HL-
60 o 16 hodin později projevila indukcí apoptózy nahromaděním 53 % buněk v sub-G1 fázi 
buněčného cyklu. Tento jev byl dávkově závislý, 12 % pro koncentraci 100 µmol.l-1 a 9 % pro 
koncentraci 50 µmol.l-1, kontrola 1 %. Cisplatina vykazovala ve srovnání s vanadocen 
dichloridem ještě větší apoptotický efekt. Koncentrace 200 µmol.l-1 vedla k akumulaci 76 % 
buněk v sub-G1 fázi buněčného cyklu 16 hodin od hodinového ovlivnění. Tento jev byl i 
v případně cisplatiny dávkově závislý, 43 % pro koncentraci 100 µmol.l-1 a 21 % pro 
koncentraci 50 µmol.l-1. K akumulaci buněk v G1 fázi buněčného cyklu došlo po působení 
cisplatiny v koncentraci 50 µmol.l-1- 42 % buněk v G1 fázi buněčného cyklu, kontrola 29 % 





Obr. 35. MOLT-4. Analýza buněčného cyklu 16 h po 1 h působení vanadocen dichloridu 
a cisplatiny in vitro. Lidské buňky T-lymfocytární leukemie MOLT-4 byly po dobu jedné 
hodiny inkubovány s vanadocen dichloridem nebo cisplatinou v koncentraci 0 – 500 µmol.l-1 
a následně ponechány v kultuře v čerstvém mediu bez agens po dobu 16 hodin. Procento 
buněk v cyklu bylo stanoveno pomocí vazby propidium jodidu. G1, S a G2 – procento buněk 
v G1-, S- a G2- fázi. Procento sub-G1<0,5. Jednohodinová inkubace buněk s cisplatinou 
způsobila akumulaci buněk v G1 a S fázi, zatímco působení vanadocen dichloridu vedlo 
k mírné akumulaci buněk v G2/M fázi buněčného cyklu. Uvedeny reprezentativní histogramy 
z 1x105 buněk.   
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Obr. 36. HL-60. Analýza buněčného cyklu 16 h po 1 h působení vanadocen dichloridu a 
cisplatiny in vitro. Lidské buňky promyelocytární leukemie HL-60 byly po dobu 1 hodiny 
inkubovány s vanadocen dichloridem nebo cisplatinou v koncentraci 0 – 200 µmol.l-1 a 
následně ponechány v kultuře v čerstvém mediu bez agens po dobu 16 hodin. Procento bu ěk 
v sub-G1 apoptotickém peaku, G1-, S- a G2- fázi bylo stanoveno pomocí vazby propidium 
jodidu. Jednohodinová inkubace buněk s cisplatinou a vanadocen dichloridem vedla k 
dávkově závislé apoptotické fragmentaci DNA. Uvedeny reprezentativní histogramy z 1x105 









5.5. Apoptóza detekovaná pomocí vazby Annexinu V a propidium jodidu po působení 
genotoxických agens 
 
Nejprve jsme studovali vliv vanadocen dichloridu v porovnání s působením cisplatiny 
na lidské periferní lymfocyty izolované z krve a buňky lidské T-lymfocytární leukemie 
(MOLT-4). Schéma experimentů bylo pro oba buněčné typy stejné. Buňky byly po dobu 
jedné hodiny inkubovány s vanadocen dichloridem nebo cisplatinou v koncentraci 0 - 1000 
µmol.l-1a následně ponechány v kultuře v čerstvém mediu bez agens (5% atmosféra CO2, 37° 
C) po dobu 72 hodin. Obrázek č. 37 zobrazuje gating strategii FSC versus SSC při stanovení 
vazby Annexinu V a propidum jodidu.  
Na obr.č. 38 je znázorněn efekt vanadocen dichloridu a cisplatiny v koncentraci 0 - 
1000 µmol.l-1na apoptózu lymfocytů 72 h od ovlivnění. Zdravé, klidové, lidské lymfocyty 
byly citlivější k účinkům vanadocen dichloridu, než k účinkům cisplatiny. VDC v koncentraci 
1000 µmol.l-1 a 500 µmol.l-1 vykazoval vyšší procento pozdně apoptotických buněk (99 %, 
respektive 71 %), zatímco CP indukovala ve stejné koncentraci více než dvakrát nižší 
procento pozdně apoptotických buněk (42 %, respektive 29 %). Z tohoto důvodu není 
překvapením, že více živých buněk nebo buněk časně apoptotických bylo stanoveno po 
působení CP v porovnání s VDC (koncentrace 1000 a 500 µmol.l-1). Při nižších koncentracích 
(200, 100 a 50 µmol.l-1) bylo procento buněk pozdně apoptotických po působení VDC nižší 
nebo téměř srovnatelné s CP. 
Obr. č. 39 ukazuje vliv VDC a CP v koncentraci 0 - 1000 µmol.l-1na apoptózu 
leukemických buněk MOLT-4 72 h od ovlivnění. Odpověď leukemických buněk MOLT-4 
byla rozdílná oproti reakci lymfocytů. Jednohodinová preinkubace s VDC a CP (koncentrace 
1000 a 500 µmol.l-1) vedla k totální eradikaci leukemické linie MOLT-4 během 72 hodin od 
expozice. Tato eradikace byla způsobena rovněž nižšími koncentracemi (200 a 100 µmol.l-1) 
CP, vyjímaje nejnižší studovanou koncentraci 50 µmol.l -1, kde bylo v pozdní fázi apoptózy 48 
% buněk. Tyto nižší koncentrace VDC nevedly k vyvolání apoptózy u leukemické linie 
MOLT-4 a celkové výsledky byly srovnatelné s kontrolou. 
Dále jsme studovali vliv mitoxantronu, kofeinu, U0126 nebo jejich kombinace (vždy 
mitoxantron a kofein nebo U0126) na apoptózu lidské T-lymfocytární leukemické linie 
MOLT-4. Kofein (1,3,7-trimethylxanthin) je nespecifi ký inhibitor ATM kinasy, U0126 (1,4-
diamino-2,3-dikyano-1,4-bis[2-aminofenylthio]butadien) je komerčně dodávaný 
nekompetitivní inhibitor MEK1/2 kinas. MEK inhibitor U0126 je uměle syntetizovaná 
organická sloučenina, která inhibuje aktivaci MAPK (ERK 1/2) inhibicí kinasové aktivity 
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MAPK Kinas (MAPKK) - MEK 1/2. MEK1/2 kinasy patří do široké rodiny tzv. mitogen 
aktivovaných proteinkinas (MAPK). Aktivace kinas rodiny MAPK přispívá k přežití buňky 
po poškození DNA, tvoří tedy jakousi protiváhu signálních cest vedoucích k buněčné smrti 
(aktivace ATM kinasy-Chk1/2-p53). Ačkoliv některé kinasy z rodiny MAPK jsou známy pro 
svůj pro-apoptotický efekt, aktivace signální dráhy MEK1/2–ERK1/2 je důležitá pro přežití 
buňky po poškození DNA a působí anti-apoptoticky. Na protipólu stojí ATM kinasa, jež je na 
počátku signálních drah, které mohou vyústit v buněčnou smrt. Mitoxantron (1,4-dihydroxy-
5,8-bis[[2-[(2-hydroxyethyl)amino]ethyl]amino] antraquinone) patří mezi antracenové 
deriváty. Působí interkalaci mezi řetězci dvoušroubovice DNA, inhibuje topoisomerasu II. 
Řadí se mezi fázově nespecifická cytostatika. Tvorbou kovalentního komplexu s 
topoisomerasou II brání rozvolně í DNA během replikace. Tento stav vede ke vzniku DSB. 
Cílem experimentů bylo prostudovat, jak se projeví inhibice příslušné kinasy na velikost 
mitoxantronem indukované apoptózy.    
 Obr. č. 40 ukazuje výsledky stanovení vazby Annexinu V-FITC a propidium jodidu u 
leukemických buněk MOLT-4 24 hodin po aplikaci MTX, kofeinu a U0126. Expozice buněk 
samotným inhibitorům nevedla ke zvýšení množství apoptotických buněk oproti kontrole. 
Avšak expozice buněk MTX v dávce 5 nmol.l-1 se 24 hodin později projevila masivním 
zvýšením procenta časně (29 %) a pozdně (28 %) apoptotických buněk oproti kontrole (časně 
5 %, pozdně 14 %). Preinkubace buněk po dobu 45 minut s kofeinem před přidáním MTX se 
projevila v tomto časovém úseku protektivním účinkem k vyvolaní mitoxantronem-
indukované apoptózy. Jen 9 % buněk bylo časně a 12 % pozdě apoptotických 24 h po 
působení MTX za inhibice ATM kinasy kofeinem. Naopak kombinované působení U0126 
(přidán 30 minut před MTX) a MTX vedlo k potenciaci apoptotického účinku MTX (26 % 
časně a 49 % pozdně apoptotických buněk).  
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Obr. 37. Gating strategie při analýze vazby Annexinu V a propidium jodidu.  
 
Obr. 38. Lymfocyty. Stanovení vazby Annexinu V a propidium jodidu po působení 
vanadocen dichloridu a cisplatiny in vitro. Lidské lymfocyty izolované z krve zdravých 
dárců byly po dobu jedné hodiny inkubovány s vanadocen dichloridem nebo cisplatinou 
v koncentraci 0 - 1000 µmol.l-1a následně ponechány v čerstvém mediu bez agens po dobu 72 
hodin. Data jsou ve formě dvourozměrných histogramů logaritmu intenzity fluorescence 
Annexinu V-FITC na ose x versus logaritmus intenzity fluorescence propidium jodidu na ose 
y. Histogramy spolu s příslušnými procenty reprezentují zastoupení tří typů buněk, buněk 
negativních (buněk živých), Annexin V pozitivních / PI negativních (buněk, které jsou v časné 
fázi apoptózy) a Annexin V /PI dvojitě pozitivních (buňky, které jsou v pozdní fázi 







Obr. 39. MOLT-4. Stanovení vazby Annexinu V a propidium jodidu po působení 
vanadocen dichloridu a cisplatiny in vitro. Lidské buňky T-lymfocytární leukemie MOLT-4 
byly po dobu jedné hodiny inkubovány s vanadocen dichloridem nebo cisplatinou 
v koncentraci 0 - 1000 µmol.l-1a následně ponechány v kultuře v čerstvém mediu bez agens 
po dobu 72 hodin. Data jsou ve formě dvourozměrných histogramů logaritmu intenzity 
fluorescence Annexinu V-FITC na ose x versus logaritmus intenzity fluorescence propidium 
jodidu na ose y. Histogramy spolu s příslušnými procenty reprezentují zastoupení tří typů 
buněk, buněk negativních (buněk živých), Annexin V pozitivních / PI negativních (buněk, 
které jsou v časné fázi apoptózy) a Annexin V /PI dvojitě pozitivních (buňky, které jsou 
v pozdní fázi apoptózy/mrtvé). Uvedeny reprezentativní výsledky v podobě histogramů 










Obr. 40. MOLT-4. Stanovení vazby Annexinu V a propidium jodidu po působení 
mitoxantronu, kofeinu, U0126 nebo jejich kombinace in vitro. Lidské buňky T-
lymfocytární leukemie MOLT-4 byly po dobu 24 hodin kubovány s mitoxantronem, 
kofeinem, U0126 nebo v kombinaci. Mitoxantron působil v koncentraci 5 nmol.l-1v mediu. 
Kofein byl rozpuštěn v mediu v takovém množství, aby bylo dosaženo po ředění zásobního 
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roztoku finální koncentrace 2 mmol.l-1  Roztok U0126 v DMSO byl přidán do media 
v takovém množství, aby bylo dosaženo finální koncentrace 10 µmol.l-1. V případě kombinace 
byl kofein aplikován 45 minut a U0126 30 minut před přidáním mitoxantronu. A. Data jsou 
ve formě dvourozměrných histogramů logaritmu intenzity fluorescence Annexinu V-FITC na
ose x versus logaritmus intenzity fluorescence propidium jodidu na ose y. Reprezentativní 
histogramy z 1x105 buněk spolu s příslušnými sloupcovými grafy (B.) prezentují procentuální 
zastoupení tří typů buněk, buněk negativních (buněk živých), Annexin V pozitivních / PI 
negativních (buněk, které jsou v časné fázi apoptózy) a Annexin V / PI dvojitě pozitivních 
(buňky, které jsou v pozdní fázi apoptózy/mrtvé). Jsou z brazeny reprezentativní histogramy 
ze tří nezávislých experimentů. Graf ukazuje procenta jednotlivých skupin buněk pro n = 3, ± 
směrodatná odchylka. * - statisticky významný rozdíl opr ti kontrole (p ≤0,05), t-test; # - 
statisticky významný rozdíl oproti samotnému mitoxantronu (p ≤0,05), t-test.  
 
5.6. Senescence po působení ionizujícího záření 
 
Vzhledem k tomu, že u mesenchymálních kmenových buněk jsme po ozáření vysokou 
dávkou 20 Gy neprokázali indukci apoptózy, předpokládali jsme, že je u těchto buněk po 
ozáření indukována senescence. Pro stanovení aktivity β-galaktosidasy spojené se senescencí 
(SA-β-galaktosidasy) jsme využili fluorogenní substrát 5-dodecanoylaminofluorescein di-β-
D-galactopyranoside (C12FDG). C12FDG je nefluorescenč í lipofilní prekurzor, který se po 
hydrolýze SA-β-galaktosidasou mění na fluorofor C12-fluorescein neschopný opustit svůj 
kompartment zrodu. Kvantifikaci jsme provedli pomocí průtokové cytometrie. Druhou 
metodou analýzy byla mikroskopická detekce pomocí chromogenního substrátu.  
Obr. č. 41 prezentuje výsledky stanovení aktivity SA-β-galaktosidasy v lidských MKB 
kostní dřeně 6. a 13. den od ozáření dávkou 20 Gy. Z výsledku je patrný statisticky významný 
(p ≤0,05) vzestup aktivity SA-β-galaktosidasy 6. a 13. den od ozáření. Vzestup byl vizuálně 
potvrzen mikroskopickou detekcí.  
Stanovení aktivity SA-β-galaktosidasy po ozáření jsme provedli také u lidských MKB 
periodontálního ligamenta (obr. 42). Analogicky jako v případě MKB kostní dřeně došlo 
k vzestupu fluorescence C12-fluorescein za zvýšení aktivity SA-β-galaktosidasy 6. a 13. den 
od ozáření dávkou 20 Gy. Z grafu je patrné, že aktivita SA-β-galaktosidasy u kmenových 
buněk periodontálního ligamenta dosáhla svého vrcholu 6. den od ozáření. Vzestup byl 
statisticky významný (p ≤0,05) 6. a 13. den od ozáření. Výsledky byly potvrzeny vizuálně 
mikroskopickou detekcí.    
Obr. č. 43 ukazuje výsledky stanovení aktivity SA-β-galaktosidasy v závislosti na č se 
od ozáření dávkou 6 Gy u lidských MKB zubní pulpy. První den od ozáření byla pomocí 
průtokové cytometrie pozorována zvýšená aktivita SA-β-galaktosidasy těsně na hranici 
statistické významnosti (p ≤0,05). Aktivita SA-β-galaktosidasy detekovaná jako fluorescence 
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C12-fluorescein dosáhla maxima 6. den od ozáření a dále od 6. do 9. dne již nevzrůstala. 






Obr. 41. MKB kostní dřeně. Stanovení aktivity SA-β-galaktosidasy po ozáření dávkou 20 
Gy.  
A. Subkonfluentní lidské MKB kostní dřeně kultivované v kompletním mediu byly ozářeny v 
kultivačních nádobách (75 cm2) a aktivita β-galaktosidasy spojené se senescencí byla 
kvantifikována pomocí průtokové cytometrie 6. a 13. den od ozáření. Data průtokové 
cytometrie jsou prezentována jako C12-fluorescein fluorescence single-parametr overlay 
histogramy. Intenzita fluorescence kontroly (K) a ozářených vzorků je znázorněná abscisa a 
počet buněk je znázorněn ordináta. Jsou zobrazeny reprezentativní výsledky ze tří nezávislých 
experimentů.  
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B. Sloupcový graf reprezentuje aritmetický průměr intenzity fluorescence C12-fluorescein 
kvantifikované v buňkách pomocí průtokové cytometrie v závislosti na čase od ozáření, 
chybové úsečky reprezentují směrodatnou odchylku, n = 3 nezávislých experimentů. * - 
statisticky významný rozdíl oproti kontrole (p ≤0,05), t-test. 
C. Mikroskopická detekce SA-β galaktosidasy. Buňky byly ozářeny dávkou 20 Gy 
v komůrkách se sklíčky a pomocí chromogenního substrátu byla cytochemicky stanovena 
aktivita SA-β-galaktosidasy v daných časových intervalech. Obrázek ukazuje reprezentativní 






Obr. 42. Kmenové buňky periodontálního ligamenta. Stanovení aktivity SA-β-
galaktosidasy po ozáření dávkou 20 Gy.  
A. Subkonfluentní lidské kmenové buňky periodontálního ligamenta kultivované v 
kompletním mediu byly ozářeny v kultivačních nádobách (75 cm2) a aktivita β-galaktosidasy 
spojené se senescencí byla kvantifikována pomocí průtokové cytometrie 6. a 13. den od 
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ozáření. Data průtokové cytometrie jsou prezentována jako C12-fluorescein fluorescence 
single-parametr overlay histogramy. Intenzita fluorescence kontroly (K) a ozářených vzorků 
je znázorněná abscisa a počet buněk je znázorněn ordináta. Jsou zobrazeny reprezentativní 
výsledky ze tří nezávislých experimentů.  
B. Sloupcový graf reprezentuje aritmetický průměr intenzity fluorescence C12-fluorescein 
kvantifikované v buňkách pomocí průtokové cytometrie v závislosti na čase od ozáření, 
chybové úsečky reprezentují směrodatnou odchylku, n = 3 nezávislých experimentů. * - 
statisticky významný rozdíl oproti kontrole (p ≤0,05), t-test. 
C. Mikroskopická detekce SA-β galaktosidasy. Buňky byly ozářeny dávkou 20 Gy 
v komůrkách se sklíčky a pomocí chromogenního substrátu byla cytochemicky stanovena 
aktivita SA-β-galaktosidasy v daných časových intervalech. Obrázek ukazuje reprezentativní 
snímek kontroly a ozářených vzorků získaných pomocí mikroskopie. 








Obr. 43. Kmenové buňky zubní pulpy. Kinetika aktivity SA- β-galaktosidasy po ozáření 
dávkou 6 Gy.   
A. Subkonfluentní lidské kmenové buňky zubní pulpy kultivované v kompletním mediu byly 
ozářeny v kultivačních nádobách (75 cm2) a aktivita β-galaktosidasy spojené se senescencí 
byla kvantifikována pomocí průtokové cytometrie v daných časových intervalech. Data jsou 
zobrazena ve formě dvourozměrných histogramů (dot plot) logaritmu intenzity fluorescence 
C12-fluorescein (osa y) versus side scatter SSC (osa x). Čísla v rozích gatů označují procento 
buněk v oblasti vysoké fluorescence. Jsou zobrazeny reprez ntativní výsledky ze tří 
nezávislých experimentů pro kontrolu, 6. den a 9. den od ozáření.  
B. Data průtokové cytometrie jsou prezentována jako C12-fluorescein fluorescence single-
parametr overlay histogramy. Intenzita fluorescence kontroly (K) a ozářených vzorků je 
znázorněná abscisa a počet buněk je znázorněn ordináta. Jsou zobrazeny reprezentativní 
výsledky ze tří nezávislých experimentů pro kontrolu, 6. den a 9. den od ozáření.  
C. Sloupcový graf reprezentuje aritmetický průměr intenzity fluorescence C12-fluorescein 
kvantifikované v buňkách pomocí průtokové cytometrie v závislosti na čase od ozáření, 
chybové úsečky reprezentují směrodatnou odchylku, n = 3 nezávislých experimentů. * - 
statisticky významný rozdíl oproti kontrole (p ≤0,05), t-test.  
D. Mikroskopická detekce SA-β galaktosidasy. Buňky byly ozářeny dávkou 6 Gy 
v komůrkách se sklíčky a pomocí chromogenního substrátu byla cytochemicky stanovena 
aktivita SA-β-galaktosidasy v daných časových intervalech. Obrázek ukazuje reprezentativní 




6. SHRNUTÍ NEJDŮLEŽIT ĚJŠÍCH VÝSLEDK Ů 
 
Jednu hodinu od celotělového ozáření potkanů dávkami v rozmezí 1-10 Gy jsme 
kvantifikovali lineární dávkově závislý vzestup γH2AX v lymfocytech potkana ozářených in 
vivo. Vzestup byl statisticky významný od dávky 3 Gy a homogenní napříč populací 
lymfocytů. Výsledky cytometrické kvantifikace byly verifikovány pomocí 
imunofluorescenční mikroskopie. Dávkově závislý vzestup byl stanoven analýzou integrální 
optické denzity jednotlivých γH2AX ohnisek imunofluorescenč ě značeného γH2AX 
v jádrech lymfocytů.  
Cělotělová expozice potkanů ionizujícímu záření vedla 24 h později k dávkově závislé 
leukopenii a lymfopenii. Pokles počtů leukocytů a lymfocytů byl statisticky významný od 
dávky 1 Gy. Počet granulocytů se neměnil. 
Jednu hodinu od ozáření oblasti hrudníku dávkami v rozmezí 5-30 Gy jsme 
kvantifikovali dávkově závislý vzestup γH2AX v lymfocytech potkana ozářených in vivo. 
Vzestup byl statisticky významný od dávky 20 Gy. Vesrovnání s celotělovým ozářením 
nebyl homogenní v celé populaci lymfocytů. Ve vyšetřovaných preparátech bylo i u vzorků 
ozářených nejvyšší dávkou ionizujícího záření (20 Gy) nalezeno jisté množství buněč ých 
jader, které byly na přítomnost γH2AX negativní. Dvacet čtyři hodin od ozáření hrudníku byl 
pozorován pokles γH2AX na úroveň, která se z pohledu statistické významnosti nelišila od 
kontrol. Histon γH2AX jako analyt vykazoval stabilitu  během 23 h skladování v plné krvi na 
ledu při 4 ºC. 
Po ozáření hrudníku jsme pozorovali pokles počtu leukocytů a lymfocytů až od vyšší 
dávky v porovnání s celotělovým ozářením. Výsledky byly statisticky významné oproti 
kontrole pro dávky 20 a 30 Gy. Počet granulocytů se neměnil. 
Expozice MKB zubní pulpy a periodontálního ligamenta dávce 20 Gy vede 1 h od 
ozáření k masivní statisticky významné tvorbě γH2AX, která téměř zcela vymizí do 24 h od 
ozáření. Inhibicí ATM kinasy dojde k potlačení ionizujícím zářením-indukované fosforylace 
H2AX u MKB zubní pulpy a periodontálního ligamenta. 
Z pohledu průtokové cytometrie MKB reagují na expozici gama záření akumulací 
buněk v G2 fázi buněčného cyklu, která po dávce 20 Gy přetrvává do 6. dne od ozáření. 
Apoptóza během tohoto intervalu nebyla pozorována. Inhibicí ATM kinasy došlo u MKB 
zubní pulpy k potlačení gama zářením-indukované akumulace buněk v G2 fázi buněčného 
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cyklu. Naopak u MKB periodontálního ligamenta došlo ke zvýšení procenta buněk v G2 fázi 
buněčného cyklu. 
Stanovením aktivity β-galaktosidasy spojené se senescencí jsme u MKB kostní dřeně  
a periodontálního ligamenta 6. a 13. den od ozáření dávkou 20 Gy stanovili senescenci. 
Výsledky byly nezávisle potvrzeny průtokovou cytometrií a mikroskopickou detekcí. Studiem 
kinetiky aktivity β-galaktosidasy spojené se senescencí u MKB zubní pulpy jsme pomocí 
průtokové cytometrie stanovili zvýšení již 1. den od ozáření dávkou 6 Gy. Aktivita se nadále 
zvyšovala až do 6. dne, kdy dosáhla svého vrcholu. Principiálně odlišnou mikroskopickou 
detekcí jsme prokázali zvýšení aktivity β-galaktosidasy spojené se senescencí až od 3 dne po 
ozáření.   
Jednohodinová expozice leukemických buněk HL-60 vanadocen dichloridu 
způsobila lineární dávkově závislou tvorbu γH2AX. Vzestup γH2AX byl vyšší v porovnání 
s působením cisplatiny, která preferenčně indukovala tvorbu γH2AX v S a G1 fázi buněčného 
cyklu.  
Jednohodinové vystavení buněk HL-60 působení vanadocen dichloridu se o 16 h 
později projevilo dávkově závislou apoptózou detekovanou jako sub-G1 peak v histogramech 
analýzy buněčného cyklu. Cisplatina indukovala u buněk HL-60 vyšší procento apoptotických 
buněk než vanadocen dichlorid. Buňky T-lymfocytární leukemie MOLT-4 ve stejném 
experimentálním uspořádání neodpověděly fragmentaci DNA, ale po dávce 500 µmol.l-1 
reagovaly mírnou akumulací buněk v G2 fázi buněčného cyklu. Cisplatina naopak po dávce 
500 µmol.l-1 vyvolávala akumulaci buněk v G1 fázi buněčného cyklu.  
Porovnáním výsledků stanovení vazby Annexinu V a propidium jodidu 72 h po 
jednohodinovém působení vanadocen dichloridu a cisplatiny na leukemické buňky MOLT-4 a 
zdravé lidské lymfocyty izolované z periferní krve jsme dospěli k nečekaným závěrům. 
Vanadocen dichlorid působí více cytotoxicky na zdravé lymfocyty, naopak je méně 
cytotoxický na buňky leukemické linie MOLT-4. Cisplatina je v mechanismu cytotoxického 
působení daleko účinnější na buňky linie MOLT-4 a zároveň po působení cisplatiny přežívá 
vyšší procento lymfocytů.  
Mitoxantron během 24 h svého účinku indukuje u buněk MOLT-4 apoptózu 
detekovanou pomocí vazby Annexinu V a propidium jodidu. Inhibice ATM kinasy kofeinem 
na dobu 24 h potlačila mitoxantronem-indukovanou apoptózu. Naopak inhibice MEK1/2-






V naší práci jsme studovali vliv ionizujícího záření, cytostatických látek (cisplatina, 
mitoxantron) a nově syntetizované potenciálně cytostatické látky vanadocen dichloridu na 
buňky nádorové (HL-60, MOLT-4), na mesenchymální kmenové buňky izolované z různých 
tkání a na lymfocyty periferní krve. 
Ke studiu těchto nox jsme používali metodu průtokové cytometrie, která je schopna 
určit nejen imunofenotyp, ale i další charakteristiky zkoumaných buněk. K analýze využívá 
rozdílných schopností buněk odrážet světlo při průchodu světelným paprskem průtokového 
cytometru, dále pak stanovení emise fluorescence fluorochromů nebo fluorescenčních sond 
namířených proti specifickým strukturám buňky. Fluorochromy rozdílných vlastností jsou 
konjugovány se specifickými protilátkami, které jsou schopny je nasměrovat na základě 
reakce s determinantními skupinami antigenu. Fluorescenční sondy představují nevlastní 
fluorofory, které se ke zkoumané látce váží za vyvolání své fluorescence. K fluorescenčním 
sondám také můžeme řadit fluorogenní substráty, kdy při odštěpení zhášeče od sondy 
aktivitou enzymu dojde k aktivaci vlastních fluoresc nčních vlastností sloučeniny. Průtoková 
cytometrie usnadňuje identifikaci odlišných buněčných typů, ale i rozdílných funkčních stavů 
buňky v heterogenní populaci včetně kvantitativní analýzy. 
Zaměřili jsme se na kvantitativní stanovení hlavních dějů souvisejících s odpovědí 
buněk na poškození genomu buňky, stanovení DSB, zástavu buněč ého cyklu během reparace 
poškození a v případě, že poškození není reparováno na stanovení indukce apoptózy a 
senescence. 
V experimentech in vivo jsme kvantifikovali vznik DSB nepřímo prostřednictvím 
detekce γH2AX v lymfocytech periferní krve po celotělovém a lokálním ozáření hrudníku 
potkanů.  
Dnes není sporu, že expozice buněk gama záření in vitro vede k fosforylaci histonu 
H2AX na serinu 139 (Rogakou et al. 1998). Tato fosforylace je relativně brzy po ozáření (30-
60 minut) dávkově (Vilasová et al. 2008, Andrievski et al. 2009), nebo lineárně dávkově 
závislá (Redon et al. 2009). Méně je známo o vzniku γH2AX po ozáření in vivo. 
Zjistili jsme, že jednu hodinu od celotělového ozáření (60Co gama záření) potkanů 
stoupající dávkou 1-10 Gy dochází k lineárnímu dávkově závislému vzestupu γH2AX v 
lymfocytech potkanů ozářených in vivo. Výsledky detekce histonu γH2AX pomocí 
imunofluorescenční mikroskopie v lymfocytech potkana 1 hodinu od celotělového ozáření 
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nezávisle verifikovaly data z průtokové cytometrie. Naše výsledky stanovení γH2AX 
v lymfocytech potkanů ozářených celotělově byly přijaty k publikaci v časopisu Acta 
Veterinaria v roce 2010, článek vyšel v roce 2011 (Havelek et al. 2011a). Ve stejném roce 
(2010) byl přijat a obratem publikován článek Christopha E. Redona a kolegů z Centra pro 
výzkum rakoviny, Národního institutu zdraví (USA), který popisuje imunofluorescenč í 
kvantifikaci γH2AX v lymfocytech periferní krve makaka rhesus (Macaca mulatta) po jeho 
celotělovém ozáření (60Co gama záření) (Redon et al. 2010). Pravděpodobně s přihlédnutím 
k etickým aspektům experimentů na primátech a také omezenému počtu subjektů se autoři 
především zabývali časovou kinetikou vzniku a vymizení ložisek γH2AX v lymfocytech 
ozářených in vivo. Ke studiu použili laser-scanning konfokální mikrosk pie, kdy 
kvantifikovali průměrnou hodnotu ložisek γH2AX na buňku, tzv. foci per cell-fpc (vyšetřeno 
50–200 buněk, n = 6). Maximální vzestup γH2AX pozorovali 30 minut po ex vivo ozáření 
izolovaných lymfocytů, následně docházelo k poklesu, 2 dny od ozáření se množství γH2AX 
pohybovalo na úrovni 3-5 % hodnot 30 minut po ozáření. Dávkově závislý vzestup γH2AX 
foci v lymfocytech izolovaných z periferní krve stanovili mikroskopicky 7,2 h po ozáření in 
vivo v dávkovém rozmezí 1-3,5 Gy. Statisticky významné (p≤0,05, t-test) zvýšení počtu 
γH2AX foci detekovali i v delším časovém období po ozáření (1., 2. a 4. den od ozáření) po 
vyšších dávkách záření v rozmezí 3,5-8,5 Gy. Je však potřeba dodat, že množství γH2AX foci 
stanovených 4. den od ozáření již bylo relativně malé (do dvou fpc v průměru). Stejně jako 
v našem případě, detekce pomocí cytometrie a imunofluorescenční mikroskopie, vzestup 
γH2AX analyzovaný pomocí konfokální mikroskopie byl homogenní napříč celou 
lymfocytární populací.  
Při testování stability proteinu γH2AX pro případ pozdější analýzy jsme jednu hodinu 
od celotělového ozáření potkanů dávkami v rozpětí 1 až 10 Gy odebrali periferní krev. U 
první skupiny jsme lymfocyty izolovali neprodleně po odběru. U druhé skupiny byla krev 
odebrána jednu hodinu od celotěl vého ozáření a následně skladována po dobu 23 h na ledu 
při 4° C, a až po tomto skladování byly z této krve izolovány lymfocyty. U obou skupin jsme 
následně kvantifikovali množství γH2AX pomocí průtokové cytometrie. Rozdíl mezi 
skupinami byl analyzován neparametrickým Mann-Whitney U testem a na hladině statistické 
významnosti p≤0,05, vyjímaje dávku 3 Gy, nebyl pozorován statisticky významný rozdíl 
v množství histonu γH2AX mezi oběma skupinami. Na základě našich výsledků se můžeme 
domnívat, že in vivo gama zářením-poškozené lymfocyty obsažené v periferní krvi, která je 
odebrána a ex vivo skladována na ledu, nemohou opravit radiační poškození DNA. Zároveň 
ani nemohou být v případě neopravitelného poškození odstraněny činnosti monocyto-
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makrofágového systému těla potkanů. Skladování při 4 oC na ledu navíc pravděpodobně 
inhibuje aktivitu všech enzymů včetně fosfatas a ubikvitin-proteasomoveho systému 
zodpovědných za vymizení γH2AX foci během případné reparace DNA. Těchto poznatků je 
možné využít v případě odložené analýzy vzorku krve pro účely biologické dozimetrie.   
V našich experimentech jsme dále studovali vliv loká ního ozáření oblasti plic na 
změny v množství γH2AX 1 h od ozáření. Vzestup γH2AX u potkanů ozářených na oblast 
hrudníku byl pozorován od dávky 10 Gy, statisticky významný vzestup (p≤0,05, t-test) byl 
vyhodnocen pro dávky 20 a 30 Gy. Po dávce 5 Gy na obl st plic ke zvýšení γH2AX 
nedocházelo. Z výsledkových histogramů průtokové cytometrie logaritmu intenzity 
imunofluorescence γH2AX-FITC na ose y versus intenzita fluorescence propidium jodidu na 
ose x lze však vysledovat, že ozáření organismu je nerovnoměrné (vzestup γH2AX jen v části 
populace lymfocytů). Je zřejmé, že lymfocyty krevního oběhu postupně přítomné během doby 
ozařování v ozařované oblasti vykazovaly vzestup γH2AX, naopak v lymfocytech, které 
unikly působení záření se γH2AX ohniska netvořila. Hodnocením procenta buněk 
obsahujících γH2AX pomocí flow cytometrické gating analýzy (oblast vysoké 
imunofluorescence γH2AX-FITC) jsme prokázali s dávkou záření zvyšující se procento 
γH2AX pozitivních buněk od dávky 5 Gy. Výsledky jsme potvrdili vizuální identifikací 
γH2AX pomocí imunofluorescenč í mikroskopie. V experimentech jsme také po lokálním 
ozáření dávkou 20 Gy sledovali časově závislé změny γH2AX. Maximum imunofluorescence 
jsme pozorovali 1 h od ozáření, za 24 h byla fluorescence mírně zvýšena a 21 dní od ozáření 
byla pod úrovní kontrolní neozářené skupiny (Havelek et al. 2011b). Redon et al. (2011) 
využil při částečném ozáření makaka rhesus stanovení γH2AX pomocí laser-scanning 
konfokální mikroskopie ve folikulech chlupů pocházejících z ozařované oblasti. Průměrné 
množství ohnisek γH2AX na jednu buňku (tzv. foci per cell-fpc) po ozáření dávkami 
v rozmezí 1-6,5 Gy nepřesáhlo hodnoty 1 fpc. Po dávce 8,5 Gy pozoroval necelé 2,5 fcp 
γH2AX v průměru. Maximální množství γH2AX pozorovali do 24 hodin od ozáření dávkami 
v rozmezí 1-8,5 Gy. Na základě porovnání výsledků stanovení γH2AX ve folikulech chlupů 
z ozářené a neozářené oblasti dospěli k názoru, že celkové množství γH2AX pozitivních 
folikulů jedince závisí na dávce záření a ploše těla, která je záření vystavena. Podobně Horn a 
kolektiv pomocí průtokové cytometrie detekoval maximální imunofluorescenci γH2AX v in 
vitro ozářených lidských lymfocytech 1 h od expozice buněk záření. Dvacet čtyři hodin od 
ozáření byla intenzita imunofluorescence nízká. Mísením rozdílných poměrů in vitro 
ozářených (4 Gy) a neozářených lymfocytů vytvořili směsnou populaci buněk, která 
obsahovala různý podíl γH2AX pozitivních buněk v závislosti na velikosti frakce ozářených 
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lymfocytů (Horn et al. 2011).  
Z pohledu kinetiky tvorby a vymizení γH2AX ohnisek v lymfocytech periferní krve se 
naše výsledky shodují se závěry publikovanými po ozáření lidských lymfocytů in vitro. 
Andrievski a kolegové studovali pomocí průtokové cytometrie dávkově a časově závislou 
tvorbu γH2AX v CD4, CD8 a CD19 pozitivních lidských lymfocytech. Maximální vznik 
γH2AX detekovali 1 h od ozáření, mezi 1. a 2. hodinou od ozáření množství γH2AX 
neklesalo. Dvacet čtyři hodin od ozáření se imunofluorescence γH2AX ozářených vzorků 
nelišila od hodnoty kontrol. Výsledky byly podobné pro jednotlivé lymfocytární subpopulace 
odlišené na základě CD znaků a jednotlivé dárce krve (n=7) (Andrievski et al. 2009). 
Analogické výsledky dosažené pomocí laser-scanning konfokální mikroskopie publikoval ve 
stejném roce team Redona. Maximum tvorby γH2AX pozorovali 30 minut od ozáření 
lidských lymfocytů, další studovaný interval (4 h) od ozáření byl již pozorován dramatický 
pokles γH2AX ohnisek, 24 hodin od ozáření byl pozorován pokles k úrovni kontrol (Redon et 
al. 2009).  
Lymfocyty patří k nejvíce radiosenzitivním buňkám organismu. Po expozici jedince 
gama záření umírají apoptózou v množství proporcionálně stoupajícím s velikosti obdržené 
dávky gama záření. Již za 24 hodin je u lidí pozorován masivní pokles počtu lymfocytů 
s maximem 72 hodin od ozáření (Goans et al. 1997). Dávka 1 Gy vede k menšímu poklesu 
počtu lymfocytů, než dávka 3 Gy. Po působení dávky 1 Gy dojde do 30. dne od ozáření k 
obnovení absolutního počtu lymfocytů na výchozí hodnoty před ozářením, avšak po ozáření 3 
Gy lymfopenie přetrvává až do 60. dne od ozáření (Cerveny et al. 1999). In vitro lymfocyty 
umírají apoptózou. Šest hodin od ozáření dávkou 7 Gy se objevují první lymfocyty umírající 
apoptózou, za 24 h byly všechny buňky apoptotické (Vokurková et al. 2006). Na základě 
těchto charakteristik a jejich snadné dostupnosti jako biologického materiálu k analýze jsou 
využívány k účelům biologické dozimetrie (biodozimetrie). Z těchto důvodu jsme je rovněž 
použili ke stanovení histonu γH2AX in vivo. V podmínkách in vitro je možné apoptotické 
lymfocyty snadno prokázat stanovením externalizace fosfatidylserinu pomocí vazby Annexin 
V komerčně konjugovaného s fluorochromy (Hertveldt et al. 1997, Louagie et al. 1998). 
Externalizace fosfatidylserinu patří k časnějším dějům probíhající apoptózy (van Engeland 
1998). Důvodem nepoužitelnosti stanovení vazby Annexinu V u lymfocytů izolovaných 
z periferní krve po ozáření je, že v prostředí in vivo je externalizace fosfatidylserinu silným 
signálem fagocytózy („eat me“ signálem) zejména pro makrofágy a dendritické buňky (Fadok 
et al. 1992). Makrofágy detekují fosfatidylserin přes své fosfatidylserin receptory (PSR), 
MFG-E8 a některé scavenger receptory jako jsou CD36 a SR-BI, které se přímo váží 
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k fosfatidylserinu (Fadok et al., 2000, Scott et al., 2001). Důsledkem je, že apoptotické 
lymfocyty externalizující fosfatidylserin v krvi in vivo ve zvýšeném množství neprokážeme. 
V prostředí in vivo jsou časně apoptické buňky rychle fagocytovány, a proto vhodnějším 
ukazatelem je stanovení absolutního počtu lymfocytů po ozáření v krvi exponovaných 
subjektů. Metoda v kontextu biodozimetrie má však svá úskalí. Počty lymfocytů v periferní 
krvi zdravých osob kolísají mezi 1,5-3 x 109/l, proto pro lepší odhad obdržené dávky by bylo 
vhodné znát počty lymfocytů v období před ozářením. V našich experimentech detekujících 
pokles lymfocytů po celotělovém a lokálním ozáření jsme použili až na výjimku shodných 
dávek jako v případě kvantifikace γH2AX. Dvacet čtyři hodin od ozáření jsme prokázali 
dávkově závislý pokles počtu lymfocytů po celotělovém ozáření potkanů dávkami 0,5-5 Gy. 
Pokles byl statisticky významný od dávky 1 Gy. Lokální ozáření hrudníku vedlo 24 h od 
ozáření k podstatně menšímu poklesu počtu lymfocytů v periferní krvi, než ozáření 
celotělové. Po dávce 5 Gy se počet lymfocytů po ozáření hrudníku neměnil, k poklesu došlo 
po lokálním ozáření s dávkou 10 Gy. Výsledky byly statisticky významné pro dávky 20 a 30 
Gy. Porovnáním statisticky významných výsledků poklesu počtu lymfocytů a vzestupu 
γH2AX lze konstatovat, že dávky gama záření, které vyvolaly u zkoumané skupiny 
fosforylaci histonu H2AX, vedly ve většině případů (s výjimkou dávky 1 Gy) 24 hodin od 
ozáření k poklesu počtu lymfocytů periferní krve. Je pravděpodobné, že většina klidových 
lymfocytů fosforylujících H2AX jako následek vzniku DSB toto poškození DNA není 
schopné opravit a během 24 hodin umírají apoptózou. Oporou pro naše tvrzení mohou být 
experimenty s ozářeními lidskými klidovými lymfocyty in vitro, kdy dávka 4 Gy vyvolávající 
fosforylaci histonu H2AX 1 h od ozáření vedla 24 hodin později k apoptóze měřené vazbou 
Annexinu V a propidium jodidu (přes 42 % časně a pozdně apoptotických buněk) (Vilasová et 
al. 2008). 
Na protipólu radiosenzitivních lymfocytů stojí relativně radiorezistentní 
mesenchymální kmenové buňky (MKB). Je známo, že expozice hematopoetických 
kmenových buněk ionizujícímu záření vede k apoptóze (Vávrová et al. 2002, Meng et al. 
2003). Jak již bylo naznačeno, stejný osud často potká buňky hematopoetického původu jakou 
jsou lymfocyty periferní krve, nebo buňky leukemické (Řezáčová et al. 2008). MKB se ale 
chovají rozdílně, jsou do jisté míry rezistentní ke gama zářením-indukované apoptóze (Chen 
et al. 2006, Muthná et al. 2010, Schönmeyr et al. 2007). Po ozáření in vitro (1 h) dojde 
k dávkově závislé tvorbě γH2AX napříč buněčnou populací MKB nezávisle na fázi 
buněčného cyklu. Vzestup γH2AX dosahuje maxima 1 hodinu od ozáření u MKB 
izolovaných ze zubní pulpy a periodontálního ligamenta. Během 24 h však dojde k reparaci 
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většiny zářením indukovaných DSB, kdy jen malé, relativně zanedbatelné procento buněk 
stále spadá do oblastí vysoké imunofluorescence γH2AX-FITC ohraničené pomocí gating 
analýzy. Pro MKB zubní pulpy a periodontálního ligamenta toto množství představuje mezi 1 
a 8 % v závislosti na dávce ionizujícího záření, které byly původně vystaveny. Tento trend 
potvrzují i hodnoty průměru buněčné imunofluorescence γH2AX-FITC, které za 24 h 
zůstávají statisticky nevýznamně zvýšeny oproti kontrole. Kinetika formace a vymizení 
γH2AX v MKB zubní pulpy a periodontálního ligamenta odpovídá poznatkům získaných 
studiem fosforylace H2AX v nádorových buněč ých liniích (Banath et al. 2004), v lidských 
lymfocytech (Andrievski et al. 2009, Redon et al. 2009), v lidských embryonálních 
kmenových buňkách (Momcilovic et al. 2009), ale i v lidských MKB kostní dřeně 
(Prendergast et al. 2011). Prendergast detekoval pomocí Western blot analýzy a 
imunofluorescenční mikroskopie maximální vzestup γH2AX 2 h od ozáření MKB kostní 
dřeně dávkou 10 Gy. Tvorba γH2AX byla nejdříve detekována 30 minut od ozáření, vrcholu 
dosáhla 6 h od ozáření a následně klesala (Prendergast et al. 2011). Momcilovic et al. 
detekovala mikroskopicky viditelná ohniska γH2AX 20 minut od ozáření embryonálních 
kmenových buněk dávkou 1 Gy. Během následujících 4 h vymizela většina γH2AX ohnisek, 6 
h od ozáření se jejich množství nelišilo od hodnoty kontrol (Momcilovic et al. 2009). MKB 
zubní pulpy a periodontálního ligamenta poškození DNA ve formě DSB z větší části během 
24 h od ozáření reparují, avšak za cenu zástavy buněčného cyklu. Již první den od ozáření 
dojde k akumulaci MKB v G2 fázi buněčného cyklu. V G2 fázi je po ozáření dávkou 20 Gy 
akumulována více než polovina MKB periodontálního ligamenta a zubní pulpy, u MKB 
kostní dřeně množství představuje více než celou tře inu buněk v cyklu. Tento trend se zjevně 
nemění do 6. dne od ozáření. MKB zůstávají v permanentní zástavě buněčného cyklu, 
nehynou významněji apoptózou. Tento fakt je markantnější v kontrastu se stanovením 
buněčného cyklu u relativně také radiorezistentních, p53 negativních leukemických buněk 
HL-60 (Vávrová et al. 2000). Dvacet čtyři hodin od ozáření buňky indukují výrazný G2 blok, 
apoptóza je v tuto dobu od ozáření minimální (5 %). Avšak 3. den od ozáření dojde k masivní 
smrti buněk apoptózou (78 %), detekovanou jako sub-G1 peak v histogramu analýzy 
buněčného cyklu. Tato buněčná smrt je označována jako oddálená apoptóza. Buňky se během 
2 dnů pokusí opravit poškození DNA, nakonec ale dojde k apoptóze (Aldridge et al. 1998). 
Co se tedy dále děje s MKB pokud nehynou významněji apoptózou a to včetně oddálené 
apoptózy během 6 dnů? Vysvětlení poskytlo stanovení aktivity β-galaktosidasy spojené se 
senescencí (SA-β galaktosidasy) při vyšším pH. U všech třech typů MKB izolovaných 
z kostní dřeně, periodontálního ligamenta a zubní pulpy jsme detekovali rozvoj senescence. U 
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kmenových buněk zubní pulpy dojde ke zvýšení aktivity SA-β-galaktosidasy kvantifikované 
pomocí průtokové cytometrie již první den od ozáření dávkou 6 Gy. Od třetího dne po ozáření 
je tento vzestup potvrzen i pomocí detekce SA-β-galaktosidasy použitím chromogenního 
substrátu a mikroskopie. Diskrepanci mezi výsledky vantifikace SA-β-galaktosidasy 
metodou průtokové cytometrie a mikroskopickou detekcí pravděpodobně způsobil rozdílný 
metodický základ obou analýz. Mikroskopie využívá barvení na sklíčku pomocí 
chromogenního substrátu a fixace teplem, na rozdíl o  průtokové cytomtrie využívající 
fluorogenního substrátu, který in situ v živých buňkách poskytne štěpením aktivitou enzymu 
C12-fluorescein. Vznik látky schopné po excitaci emise fluorescence pravděpodobně způsobí 
větší senzitivitu flow cytometrické metody. Ačkoliv je metoda relativně nová (Debacq-
Chainiaux et al. 2009), k podobným závěrům se přiklánějí i další autoři experimentů na MKB 
(Schellenberg et al. 2011). Aktivita SA-β-galaktosidasy se u MKB zubní pulpy dále zvyšuje 
až do 6. dne od ozáření, kdy dosáhne plató. Zvýšení aktivity SA-β-galaktosidasy jsme dále 
stanovili u MKB kostní dřeně a periodontálního ligamenta po dávce 20 Gy 6. a 13. den od 
ozáření. Závěrem lze konstatovat, že naše výsledky stanovení buněčného cyklu u MKB jsou 
v souladu s výsledky publikovanými Schönmeyrem a kolegy, kteří studovali MKB izolované 
z kostní dřeně potkanů. Zjistili, že ozáření potkaních MKB dávkami 7 a 12 Gy způsobilo 
signifikantní akumulaci buněk v G2 fázi buněčného cyklu, která následně přetrvala minimálně 
po dobu 3 dnů u skupiny ozářené 7 Gy a alespoň 7 dnů u skupiny ozáření 12 Gy (Schönmeyr 
et al. 2007). Podobné výsledky, tj. preferenční akumulace buněk v G2 fázi buněčného cyklu 
byly pozorovány u ozářených MKB izolovaných ze zubní pulpy (Muthná et al. 2010) nebo 
záření exponovaných lidských embryonálních kmenových buněk (Filion et al. 2009). Na 
druhou stranu, výsledky Chen et al. (2006) popisují, že ozáření lidských MKB kostní dřeně 
dávkou 9 Gy se projeví o 36 h později akumulací buněk v G1 a G2 fázi buněčného cyklu. 
Prendergast  et al. (2011) ve shodě s námi pozoroval reparaci zářením-indukovaných DSB u 
lidských MKB kostní dřeně prostřednictvím vymizení ložisek γH2AX do 24 h od ozáření. 
Schönmeyr et al. (2007) prokázal vzestup aktivity SA-β-galaktosidasy v potkaních MKB 
kostní dřeně 3. a 7. den od ozáření dávkami 7 a 12 Gy. Muthná et al. (2010) detekovala 
vzestup aktivity SA-β-galaktosidasy u MKB zubní pulpy po ozáření dávkou 20 Gy 3. až 13. 
den od ozáření. Naopak team Chen et al. (2006) nedetekoval vzestup aktivity SA-β-
galaktosidasy 5 dnů po ozáření MKB kostní dřeně dávkou 9 Gy. Bohužel, delší časové 
intervaly v této studii nebyly vyšetřovány.  
V dalších fázích experimentů jsme sledovali, jak ovlivní inhibice ATM kinasy zářením 
indukovanou-fosforylaci H2AX a G2 zástavu buněč ého cyklu u MKB periodontálního 
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ligamenta a zubní pulpy. Po ozáření buněk dochází k autofosforylaci ATM kinasy na 
Ser1981, což způsobí disociaci dimeru (nebo multimeru) ATM za vzniku jejího aktivního 
monomeru s kinasovou aktivitou (Rotman et al. 1999). ATM proteinkinasa fosforyluje mnoho 
dalších cílů podílejících se na reparaci radiačního poškození. K inhibici ATM kinasy je 
možné použít jednak nespecifické inhibitory – kofein (Vávrová et al. 2003) nebo specifické 
inhibitory KU55933 (Hickson et al. 2004). K inhibici ATM kinasy jsme použili inhibitor 
KU55933 v koncentraci, jakou doporučuje výrobce. Ve výsledku jsme tak mohli porovnat 
reakci čtyř skupin MKB periodontálního ligamenta a zubní pulpy. MKB kultivované a) v 
kompletním mediu, b) v kompletním mediu s KU55933, c) v kompletním mediu ozářené, d) 
preinkubované po dobu 1 h před ozářením s KU55933 a následně ozářené v přítomnosti 
KU55933. Z dat je patrné, že inhibice ATM kinasy zcela potlačila ionizujícím zářením-
indukovanou tvorbu γH2AX u mesenchymálních kmenových buněk. Oba typy MKB 
reagovaly stejně, po ozáření nedošlo při inhibici ATM kinasy 1. h a 24. h od ozáření k 
signifikantnímu vzestupu γH2AX. Analýza buněčného cyklu odhalila rozdíl v reakci MKB na 
inhibici ATM kinasy během záření indukované akumulace buněk v G2 fázi. V odpovědi na 
ozáření MKB periodontálního ligamenta kultivovaných v přítomnosti KU55933 vykazovaly 
zvýšené množství buněk v G2 fázi buněčného cyklu oproti buňkám vystavených jen záření. 
Naopak MKB zubní pulpy reagovaly na ozáření v přítomnosti KU55933 sníženým množstvím 
buněk v G2 fázi oproti buňkám vystavených jen záření. Kultivace kmenových buněk zubní 
pulpy se samotným inhibitorem vedla k akumulaci buněk v G1 fázi buněčného cyklu a 
k inhibici syntetické fáze cyklu. U MKB periodontálního ligamenta došlo k akumulaci v G1 
fázi buněčného cyklu pod vlivem samotného inhibitoru jen 1. den během kultivace, S fáze 
nebyla ovlivněna. Lze uzavřít, že inhibice ATM kinasy u MKB periodontálního ligamenta 
statisticky signifikantně potencovala akumulaci buněk v G2 fázi a u MKB zubní pulpy 
inhibovala akumulaci buněk v G2 fázi buněčného cyklu. Výsledky ukazující redukci zářením-
indukované tvorby γH2AX po inhibici ATM kinasy u MKB zubní pulpy a periodontálního 
ligamenta jsou ve shodě s daty publikovanými Prendergast et al. (2011) u MKB kostní dřeně. 
Inhibice ATM kinasy u MKB periodontálního ligamenta a zubní pulpy nevedla k potlačení 
akumulace buněk v G2 fázi buněčného cyklu, jak po působení KU55933 pozorovala 
Momcilovic et al. (2009) u lidských embryonálních kmenových buněk. I když je aktivní ATM 
kinasa důležitá pro průběh signální kaskády schopné spustit zástavu buněčného cyklu, u MKB 
zjevně v této funkci není nepostradatelná. Prendergast et al. (2011) ve své práci s lidskými 
MKB kostní dřeně, kde studoval molekulární cesty aktivované po expozici buněk záření za 
inhibice ATM a DNA-PK, vyzdvihuje význam DNA-PK. Možná právě aktivita zbylých 
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fosfatidylinositol-3 kinas aktivovaných po poškození DNA zde zastoupila úlohu ATM kinasy 
v kontrole buněčného cyklu.  
S experimenty studujícími vliv inhibice ATM kinasy na apoptózu obohacené o 
inhibici MEK1/2 kinas jsme volně pokračovali u buněk leukemických. Vybrali jsme si p53-
pozitivní T-lymfocytární leukemii MOLT-4. K inhibic ATM kinasy jsme použili 
nespecifického inhibitoru kofeinu. K inhibici MEK1/2 kinas jsme použili komerčně 
dodávaného inhibitoru U0126. Jako genotoxický agens, jehož vliv jsme samostatně, nebo 
v kombinaci s kofeinem a U0126 studovali, jsme volili inhibitor DNA topoisomerasy II a 
interkalační látku mitoxantron. Primárním mechanismem účinku mitoxantronu je tvorba 
kovalentního komplexu s topoisomerasou II, čímž dojde k zábraně rozvolnění dvoušroubovice 
DNA během její replikace. Ve finále tento stav vyústí ve znik DSB (Kapuscinski a 
Darzynkiewicz 1985, Smart et al. 2008). U0126 působí inhibičně na aktivaci MEK1/2-
ERK1/2 signální kaskády po vzniku DSB, která potencuje signální dráhy vedoucí k proliferaci 
a přežití buňky po poškození DNA (Golding et al. 2007). Kofein inhibuje ATM-Chk1/2-p53 
signální kaskádu aktivovanou DSB, která naopak spouští molekulární cesty vedoucí 
k apoptóze (Vávrová et al. 2003). Dvacet čtyři hodin od přidání mitoxantronu došlo 
k signifikantnímu zvýšení procenta časně a pozdně apoptotických buněk. Spolupůsobení 
kofeinu a mitoxantronu vedlo k útlumu mitoxantronem-indukované apoptózy. Naopak 
společné působení U0126 a MTX vedlo k zesílení účinku mitoxantronu. Ačkoliv je kofein 
znám jako látka zvyšující cytotoxický efekt látek poškozujících DNA, jako je například 
ionizující záření (Valenzuela et al. 2000, Eastman 2004) nebo cisplat na (Kawahara et al. 
2008), během studovaného intervalu se tento efekt neprojevil. Zv ášť účinný je kofein 
v potlačení poškozením DNA indukované zástavy buněčného cyklu v G2 fázi u buněk 
s mutovanou formou, nebo bez p53. Zkrácení doby reparace během zástavy v G2 fázi vede ke 
zvýšení citlivosti buněk, záření a smrti mitotickou katastrofou. Po preinkubaci p53 
negativních buněk HL-60 s kofeinem nedochází 24 h od ozáření dávkou 6 Gy k akumulaci 
buněk v G2 fázi buněčného cyklu. Radiační poškození není reparováno, buňky vstoupí do 
buněčného cyklu s nereparovanou DNA a dojde k indukcí apoptózy během 7-10 dní od 
ozáření (Vávrová et al. 2003). V rozporu tedy je, že kombinace látek ze skupiny topoisomeras 
II (doxorubicin a mitoxantron) spolu s kofeinem vede k potlačení mitoxantronem-
zprostředkovaného cytotoxického účinku (Traganos et al. 1993). Mimo potlačení aktivace 
signální kaskády vedoucí ke smrti u p53-pozitivní buňky během 24 h, může mít příčina i jiné 
vysvětlení. Za vším podle množících se zjištění stojí tvorba komplexů mezi mitoxantronem a 
kofeinem (a dalšími látkami ze skupiny inhibitorů topoisomeras II), který tak potlačí frakci 
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volného mitoxantronu schopného vykonání svého účinku (Piosik et al. 2002, Traganos et al. 
1993). Dalším vysvětlením může být nástup apoptózy v pozdějším čase (Vávrová et al. 2003).  
V rámci práce jsme se dále věnovali studiu cytotoxického potenciálu vanadocen 
dichloridu u p53-negativních leukemických buněk HL-60, p53-pozitivních MOLT-4 a 
zdravých lidských lymfocytů periferní krve. Cytotoxické působení vanadocen dichloridu je 
často porovnáváno se strukturně podobnou cisplatinou (Köpf-Majer et al. 1994). Jednu hodinu 
od počátku expozice buněk HL-60 VDC jsme stanovili lineární dávkově závislý vzestup 
průměru intenzity imunofluorescence γH2AX-FITC nezávisle na fázi buněčného cyklu. 
Vzestup po působení VDC byl homogenní napříč celou populací buněk. Naopak vzestup po 
působení CP nebyl homogenní, vydělila se populace buněk s vyšší hodnotou 
imunofluorescence γH2AX-FITC zejména v S, minoritně také v G1 fázi buněčného cyklu. 
Jednu hodinu od ozáření buněk HL-60 jsme kvantifikovali homogenní dávkově závislý 
vzestup průměru intenzity imunofluorescence γH2AX-FITC nezávisle na fázi buněčného 
cyklu. VDC a CP indukuje apoptózu u buněk HL-60. Šestnáct hodin od 1 h expozice VDC 
jsme pozorovali dávkově závislou apoptózu u buněk HL-60 detekovanou jako sub-G1 vrchol 
v histogramech analýzy buněčného cyklu. Buňky HL-60 byly ale citlivější k účinku 
cisplatiny. K zástavě buněčného cyklu v G1 fázi došlo u buněk HL-60 jen po působení 
nejnižší koncentrace cisplatiny (50 µmol.l-1)  U buněk MOLT-4 nebyl sub-G1 vrchol 16 h od 
jednohodinové expozice VDC a CP detekován. VDC způsobil akumulaci buněk MOLT-4 
v G2 fázi buněčného cyklu po expozici v koncentraci 500 µmol.l-1. Cisplatina ve stejné 
koncentraci vedla k akumulaci buněk MOLT-4 v G1 fázi buněčného cyklu. Metoda stanovení 
indukce apoptózy pomocí sub-G1 vrcholu není příliš vhodná pro buňky MOLT-4, neboť tyto 
buňky se relativně rychle rozpadají na malé fragmenty. Lepší metodou je stanovení vazby 
Annexinu V a propidium jodidu. Nepříjemným zjištěním za použití této metody bylo, že 
k účinkům VDC byly citlivější zdravé lidské lymfocyty periferní krve, než maligně 
transformované, klonálně proliferující buňky T-lymfocytární lidské leukemie MOLT-4. 
Cisplatina v porovnání s VDC vykazovala vysokou cytotoxicitu na buňky MOLT-4 již při 
nejnižší studované koncentraci, naopak celkové přežití lymfocytu bylo po působení CP vyšší 
v porovnání s VDC. Předcházející práce potvrdily cytotoxický (Doležalová 2009, Ghosh et al. 
2000, Moebus et al. 1997) a apoptózu-vyvolávající účinek VDC u jaterních hepatocelulárních 
buněk HepG2  (Aubrecht et al. 1999) a buněk HL-60 (Doležalová 2009). Také naše výsledky 
potvrdily apoptózu-indukující vlastnosti VDC u leukemických buněk HL-60 (prostřednictvím 
fragmentace DNA detekované jako sub-G1 peak) a MOLT-4 (prostřednictvím vazby 
Annexinu V a propidium jodidu). Závěry, že CP indukuje apoptózu u buněk HL-60 a MOLT-
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4, jsou v souladu se dříve publikovanými daty (Floros et al. 2003). Naše výsledky ukázaly 
akumulaci buněk MOLT-4 v G2 fázi buněčného cyklu po působení VDC. Ve shodě se zde 
prezentovanými výsledky, akumulace buněk v G2 fázi buněčného cyklu byla detekována u 
buněk Ehrlichova ascitova tumoru (Köpf-Maier et al. 198), u buněk rakoviny prsu BT-20 a u 
buněk glioblastomu U373 (Navara et al. 2001). Zvýšená tvorba γH2AX detekovaná 
přednostně v S fázi (méně během G1 fáze) buněčného cyklu po působení CP byla v souladu 
s výsledky publikovanými Olive a Banáth 2009. Autoři popisují vzestup γH2AX přednostně 
v S fázi buněčného cyklu 2 h od přidání CP k buňkám. Po expozici vyšším dávkám CP 




Naše práce poukazuje na kvantitativní a kvalitativní rozdíly mezi buněčnou odpovědí 
a senzitivitou lidských nebo potkaních lymfocytů periferní krve, dospělých mesenchymálních 
kmenových buněk a buněk lidských leukemických linii na poškození DNA působením 
genotoxických agens rozdílného mechanismu účinku a dávky. Úkolem této práce bylo 
odpovědět na základní otázky definované dílčími cíly v úvodu.  
Jednu hodinu od celotělového ozáření potkanů dávkami v rozmezí 1-10 Gy jsme 
kvantifikovali lineární dávkově závislý vzestup γH2AX v lymfocytech izolovaných 
z periferní krve. Vzestup γH2AX byl statisticky významný od dávky 3 Gy. Jednu hodinu od 
lokálního ozáření potkanů na oblast hrudníku dávkami v rozmezí 5-30 Gy jsme kvantifikovali 
dávkově závislý vzestup od 10 Gy, statisticky významný pro dávky 20 a 30 Gy. U 
celotělového ozáření došlo k vzestupu γH2AX homogenně napříč populací lymfocytů, u 
lokálního ozáření došlo k vzestupu γH2AX jen v subpopulaci lymfocytů. Výsledky byly 
stanoveny pomocí průtokové cytometrie a nezávisle potvrzeny pomocí imunofl orescenční 
mikroskopie. Dvacet čtyři hodin od lokálního ozáření již nebyl prokázán statistický významný 
vzestup γH2AX v lymfocytech izolovaných z krve. Kvantifikace γH2AX 1 h od 
celotělového ozáření lze využít jako zpětného molekulárního indikátoru obdržené dávky 
celotělového ozáření. Pro celotělové ozáření potkana jsme vytvořili kalibrační křivku 
v rozmezí 1-10 Gy. Stanovením γH2AX jsme schopni rozlišit celotělové a lokální ozáření. 
Histon γH2AX je jako analyt stabilní během 23 h skladování v plné krvi na ledu při 4 ºC, což 
umožnuje jeho využití v praxi. 
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 Dávky ionizujícího záření, které vyvolaly 1 h od ozáření vzestup γH2AX, vedly 24 h 
později k poklesu počtu lymfocytů periferní krve potkana. 
U mesenchymálních kmenových buněk zubní pulpy a periodontálního ligamenta 
jsme 1 h od ozáření 20 Gy stanovili statisticky významný vzestup γH2AX . Dvacet čtyři 
hodin od ozáření byl pozorován pokles γH2AX, kdy stanovené hodnoty již nebyly statisticky 
významné. Inhibice ATM kinasy vedla k potlačení zářením indukované tvorby γH2AX. 
 Vystavení mesenchymálních kmenových buněk účinku ionizujícího záření vedlo 
k dávkově závislé akumulaci buněk v G2 fázi buněčného cyklu. Po dávce 20 Gy tato 
akumulace přetrvala do 6. dne od ozáření. Inhibice ATM kinasy vedla u kmenových buněk 
zubní pulpy k potlačení zářením indukované akumulace buněk v G2 fázi buněčného cyklu. 
Naopak u kmenových buněk periodontálního ligamenta inhibice ATM kinasy vedla ke 
zvýšení procenta buněk akumulovaných v G2 fázi buněčného cyklu.    
 První den od ozáření 6 Gy jsme použitím fluorogenního substrátu stanovili zvýšení 
aktivity SA-β-galaktosidasy u kmenových buněk zubní pulpy. Vzestup byl mikroskopicky 
potvrzen 3. den od ozáření pomocí chromogenního substrátu. Zvýšení aktivity SA-β-
galaktosidasy bylo detekováno a kvantifikováno u mesenchymálních kmenových buněk 
kostní dřeně a periodontálního ligamenta 6. a 13. den od ozáření dávkou 20 Gy. 
Vanadocen dichlorid indukuje dávkově závislou apoptózu u buněk HL-60 16 h po 1 h 
preinkubaci. Jednu hodinu od expozice buněk HL-60 vanadocen dichloridu jsme stanovili 
dávkově závislou formaci γH2AX, která byla vyšší v porovnání s cisplatinou. Na základě 
výsledků stanovení γH2AX se můžeme domnívat, že mechanismus cytotoxického působení 
vanadocen dichloridu je alespoň z části zprostředkován tvorbou DSB. Vanadocen dichlorid 
působí cytotoxicky indukcí apoptózy u buněk MOLT-4. Bohužel však naše výsledky ukazují, 
že vanadocen dichlorid je v porovnání s cisplatinou méně cytotoxický vůči leukemickým 
buňkám (MOLT-4 a HL-60) a zároveň více toxický ke zdravým lymfocytům. 
Mitoxantron během 24 h svého permanentního působení indukuje apoptózu u 
leukemických buněk MOLT-4. Inhibice ATM kinasy kofeinem sníží mitoxantronem-
indukovanou apoptózu. Naopak inhibice MEK1/2-ERK1/2 signální kaskády U0126 
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